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queso fresco. Se recolect6
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asépticamente la muestra de suero de
la Fabrica de lacteos FEDAC, vy se
trasladé a la planta piloto de la
Universidad Tecnoldgica Equinoccial,
donde se realiz6 el proceso de
microfiltracion tangencial en dos
equipos; uno escala piloto y otro
escala laboratorio, con membranas de
0.5 y 0.45 um respectivamente. La
membrana del equipo escala piloto es
de cerdamica y del esquipo escala
laboratorio es de fluoruro de
polivinildieno hidrofilo, se trabajé a
una presion transmembrana de 1.5
Bar (PTM), los pardmetros
analizados fueron: flujo de permeado
(JP) y factor de retencidén volumétrica
(FRV). EI valor méaximo del flujo
transmembrana, para el equipo escala
piloto fue 115.2 I/h. m? y el flujo
minimo fue 89.74 I/h.m?. Para el
equipo escala laboratorio el flujo
maximo fue 35.40 I/h.m?, mientras
que el valor minimo fue 12 I/h.m?. Se
realiz6 andlisis fisicoquimicos vy
microbiologicos de Aerobios
mesofilos, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Staphylococcus
aureus de las muestras de
alimentacion, retenido y permeado.

En cuanto a los analisis de proteina,
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la corriente de permeado, con el
equipo escala piloto, obtuvo un valor
superior de 2.23, a comparacion del
equipo escala laboratorio cuyo valor
fue 2.00. En cuanto al contenido de
grasa, el permeado obtenido de los
equipos, no presentdé contenido de
grasa, ademas los resultados fueron
comparados con la Norma INEN 2594
(2011). Las corrientes de alimentacion
y retenido presentaron altas cargas
microbianas, por lo que no cumplieron
con la norma, sin embargo en la
corriente de permeado, no existio
presencia de microorganismos.

PALABRAS CLAVES: Siembra Directa, Carga microbiana,

Tecnologia de membranas, Lacteos

ABSTRACT: [The objective of the present work was
to study the physicochemical and
microbiological properties of feed,
permeate and retained microfiltration
of fresh cheese whey. The serum
sample from the FEDAC dairy factory
was collected aseptically and
transferred to the pilot plant of the
Technological Equinoctial University
where the tangential microfiltration
process was performed in two teams;
One pilot scale and another laboratory
scale, with membranes of 0.5 and

0.45 pm respectively. The membrane
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of the pilot scale equipment is ceramic
and the scale laboratory is hydrophilic
polyvinylidene fluoride, worked at a
transmembrane pressure of 1.5 Bar
(PTM), the parameters analyzed were:
permeate flow (JP) and volumetric
retention factor (FRV). The maximum
value of the transmembrane flux for
the pilot scale equipment was 115.2 1/
h.m ~ 2 and the minimum flux was
89.74 | / h.m ~ 2. For the laboratory
scale equipment the maximum flow
was 3540 | / h [.m] ~ 2, while the
minimum value was 12 | / h.m ~ 2.
Microbiological and physicochemical
analyzes of mesophilic aerobes,
Escherichia coli, Listeria
monocytogenes and Staphylococcus
aureus of the feed, retained and
permeate samples were performed.
As for protein analysis, the permeate
stream, with the pilot scale equipment,
obtained a value higher than 2.23,
compared to the laboratory scale
equipment whose value was 2.00.
Regarding the fat content, the
permeate obtained from the
equipment did not present fat content,
in addition the results were compared
with the norm INEN 2594 (2011). The
feed and retained currents presented
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high microbial loads, so they did not
comply with the standard, however in
the permeate stream, there was not

microorganisms present.

KEYWORDS [ Direct Seeding, Microbial Loading,
Membrane Technology, Dairy, Sweet
Whey
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo, fue estudiar las propiedades fisicoquimicas y
microbioldgicas de la alimentacion, permeado y retenido de la microfiltracion
de lactosuero de queso fresco. Se recolectdé asépticamente la muestra de
suero de la Fabrica de lacteos FEDAC, vy se trasladé a la planta piloto de la
Universidad Tecnolégica Equinoccial, donde se realiz6 el proceso de
microfiltracion tangencial en dos equipos; uno escala piloto y otro escala
laboratorio, con membranas de 0.5 y 0.45 pm respectivamente. La
membrana del equipo escala piloto es de cerdmica y del esquipo escala
laboratorio es de fluoruro de polivinildieno hidroéfilo, se trabajé a una presion
transmembrana de 1.5 Bar (PTM), los parametros analizados fueron: flujo
de permeado (JP) y factor de retencidén volumétrica (FRV). El valor maximo
del flujo transmembrana, para el equipo escala piloto fue 115.2 I/h.m? vy el
flujo minimo fue 89.74 I/h.m?. Para el equipo escala laboratorio el flujo
maximo fue 35.40 I/h.m?, mientras que el valor minimo fue 12 I/h.m?. Se
realiz6 analisis fisicoquimicos y microbiolégicos de Aerobios mesofilos,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus de las
muestras de alimentacion, retenido y permeado. En cuanto a los analisis de
proteina, la corriente de permeado, con el equipo escala piloto, obtuvo un
valor superior de 2.23, a comparacion del equipo escala laboratorio cuyo
valor fue 2.00. En cuanto al contenido de grasa, el permeado obtenido de los
equipos, no presentd contenido de grasa, ademas los resultados fueron
comparados con la Norma INEN 2594 (2011). Las corrientes de alimentacion
y retenido presentaron altas cargas microbianas, por lo que no cumplieron
con la norma, sin embargo en la corriente de permeado, no existi6é presencia

de microorganismos.

Palabras claves:

Siembra Directa, Carga microbiana, Tecnologia de membranas, Lacteos

Vii



ABSTRACT

The objective of the present work was to study the physicochemical and
microbiological properties of feed, permeate and retained microfiltration of
fresh cheese whey. The serum sample from the FEDAC dairy factory was
collected aseptically and transferred to the pilot plant of the Technological
Equinoctial University where the tangential microfiltration process was
performed in two teams; One pilot scale and another laboratory scale, with
membranes of 0.5 and 0.45 pm respectively. The membrane of the pilot
scale equipment is ceramic and the scale scale laboratory is hydrophilic
polyvinylidene fluoride, worked at a transmembrane pressure of 1.5 Bar
(PTM), the parameters analyzed were: permeate flow (JP) and volumetric
retention factor (FRV). The maximum value of the transmembrane flux for the
pilot scale equipment was 115.2 |/ h.m ~ 2 and the minimum flux was 89.74 |
/' h.m ~ 2. For the laboratory scale equipment the maximum flow was 35.40 | /
h [.m) ” 2, while the minimum value was 12 | / h.m ”* 2. Microbiological and
physicochemical analyzes of mesophilic aerobes, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus of the feed, retained and
permeate samples were performed. As for protein analysis, the permeate
stream, with the pilot scale equipment, obtained a value higher than 2.23,
compared to the laboratory scale equipment whose value was 2.00.
Regarding the fat content, the permeate obtained from the equipment did not
present fat content, in addition the results were compared with the norm
INEN 2594 (2011). The feed and retained currents presented high microbial
loads, so they did not comply with the standard, however in the permeate

stream, there was not microorganisms present.

Key words:

Direct Seeding, Microbial Loading, Membrane Technology, Dairy, Sweet
Whey

viii
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1. INTRODUCCION

El suero de leche se obtiene de la elaboracion del queso, y representa
cerca del 85-90 % de la leche; su composicion depende de la
procedencia de la leche y el tipo de queso que se desea elaborar. A
pesar de su alto contenido de proteinas, es un residuo poco aprovechado
por la industria lactea, debido a que se desecha en grandes cantidades,
ocasionando problemas ambientales por su composicion (Valencia &
Ramirez, 2009).

El suero es considerado un liquido altamente nutritivo, debido a la
cantidad de componentes que lo integran, principalmente proteinas (beta-
lactoglobulina y alfa- lactoalbumina), lactosa que alcanza hasta un 70 %
de sdlidos disueltos, vitaminas hidrosolubles y minerales. Existen dos
tipos de lactosuero, el suero dulce que se obtiene de la elaboracion de
gueso, mediante la adicion de cuajo a la leche, posee un pH entre 5.6 a
6.3 y el suero &cido que se obtiene de la precipitacion &cida de la
caseina, presentando un pH entre 4.4 a 5.1 (Motta-Correa & Mosquera,
2015).

Debido a que el suero de leche, puede ser considerado como materia
prima principal en la industria alimentaria, es importante conocer su
calidad desde el punto de vista microbioldgico, ya que puede ser uno de
los principales causantes de enfermedades transmitidas por alimentos,
por ello se realizan analisis microbiolégicos para identificar
microorganismos patdgenos presentes. La presencia de microrganismos
patdégenos en la leche y queso indica malas practicas higiénicas,
instalaciones inadecuadas, utensilios contaminados y mal manejo por

parte de los manipuladores (Luigi et al., 2013; Rodriguez et al., 2009).

En la actualidad, la microfiltracién es utilizada en la industria lactea, y se

fundamenta en el empleo de membranas que funcionan como una



barrera, fraccionando un liquido con ayuda de una fuerza impulsora,
evitando que particulas mayores al poro de la membrana, pasen a través
de ella (Pandolfi, 2008). Existen diversos procesos de separacion por
membranas, que se diferencian por las particulas que retienen y dejan
pasar; la microfiltracibn retiene grasa y bacterias, la ultrafiltracion
proteinas y lactosa, nanofiltracion sales disueltas y la osmosis inversa
agua (Chacén, 2006)

La tecnologia de membranas, es un proceso que ofrece grandes ventajas
a la industria de alimentos, conserva las caracteristicas nutricionales y
sensoriales del producto microfiltrado; y el funcionamiento del equipo es
automatizado, y permite eliminar contaminantes para afiadir valor

agregado a los subproductos. (Badilla, 2005; Gallego, 2011).

Actualmente la microfiltracion tangencial, ha sido utilizada en la
clarificacion de extractos de maiz, vinos y cervezas; purificacion de agua,
pasteurizacion en frio de leche y jugos, y elaboracion de quesos
(Tupuna, 2012).

El objetivo general del presente trabajo, fue estudiar las propiedades
Fisicoguimicas y Microbiolégicas de las fracciones obtenidas de la
microfiltracion de lactosuero.

Los objetivos especificos planteados fueron:

e Caracterizar el lactosuero, obtenido de la elaboracién de queso
fresco.

e Analizar las propiedades fisicoquimicas, y microbiolégicas del
retenido y permeado en los procesos de microfiltracion tangencial.

e Comparar procesos de microfiltracion tangencial a escala

laboratorio con escala piloto.



2. MARCO TEORICO



2. MARCO TEORICO

2.1. LACTOSUERO

El lactosuero, se obtiene como subproducto de la elaboracion de queso y
otros productos lacteos; mediante la accidén acida, o de enzimas propias
del cuajo, que divide el sistema coloidal de la leche, en dos fracciones;
una fraccion solida, que estd compuesta por proteinas insolubles y lipidos
y una fracciéon liquida, en la cual se encuentran suspendidos otros
compuestos que no participaron en el proceso de coagulacién de la
caseina. En el suero, se encuentra suspendidas particulas tanto solubles
e insolubles; como proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas, minerales

y otros compuestos de alto valor biolégico (Poveda, 2013).

2.1.1. COMPOSICION

La composicion nutricional del suero de leche, depende principalmente
de las caracteristicas de la leche, utilizada para la elaboracion del queso,
el proceso tecnoldgico empleado en la elaboracion del queso y el tipo de

gueso que se va a producir en la industria (Poveda, 2013).

Mas de la mitad del lactosuero, estd compuesto por los sélidos presentes
en la leche original y otro tipo de componentes como lactosa, proteinas
solubles, vitaminas hidrosolubles y minerales (calcio, fosforo, sodio y

magnesio) (Hernandez & Vélez, 2014).

El lactosuero representa cerca del 90 % del volumen de la leche, esta
compuesto por un alto contenido de agua ( 93.1 %) y otras sustancias
solubles como lactosa 4.9 %, proteinas solubles 0.9 % que desempefian

un papel importante como fuente de aminoacidos esenciales,



fundamentales para la alimentacién humana, sales minerales 0.6 %,
grasa 0.3 % y 0.2 % de vitaminas hidrosolubles del grupo B como &cido
nicotinico, riboflavina, cobalamina, tiamina, acido pantoténico, piridoxina

y acido ascorbico ( Parra, 2009; Valencia et al., 2009).

Las proteinas del suero de la leche, representan el 18 -20 % de las
proteinas de la leche, no son la fraccidbn mas importante pero si tienen un
papel fundamental en aspectos econdmicos y nutricionales. (Hernandez
& Vélez, 2014). Estas representan una rica y variada mezcla de proteinas
por ser una fuente de aminoacidos esenciales; su calidad es igual a de

las proteinas del huevo como se puede observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién en aminoacidos esenciales (g/100 g) de proteina.

EQUILIBRIO
. RECOMENDADO

AMINOACIDO LACTOSUERO | HUEVO POR LA FAO
Treonina 6.2 4.9 3.5
Cisteina 1.0 2.8 2.6
Metionina 20 3.4 2.6
Valina 6.0 6.4 4.8
Leucina 9.5 8.5 7.0
Isoleucina 5.9 5.2 4.2
Fenilalanina 3.6 5.2 7.3
Lisina 9.0 6.2 51
Histidina 1.8 2.6 1.7
Triptéfano 15 1.6 1.1

(Parra, 2009)



Los principales componentes de este subproducto son cuatro proteinas;
la B-lactoglobulina (B-LG), a-lactoalbumina (a-La), albumina de suero
sanguineo (BSA) e inmunoglobulina ademas, contiene otras proteinas
como, lactoferrina, transferrina y la fraccion lactolin glicomacropéptidos.
Estas proteinas presentan una estructura globular compacta con una
distribucién uniforme, de la secuencia de residuos polares, no polares y
cargados. De aqui se pliegan intramolecularmente, introduciendo sus
residuos hidrofébicos, por lo que no tiene una extensa interaccion con

otras proteinas (Antufia, Celeghin & Rubiolo, 2009).

2.1.2. IMPORTANCIA DEL LACTOSUERO

Las proteinas del suero han sido utilizadas en la industria alimentaria
como suplementos alimenticios, debido a su alto valor nutritivo y
capacidad para producir aminoacidos esenciales (Hernandez & Vélez,
2014).

Las proteinas del suero de la leche, la B-lactoglobulina y a-lactoalbumina,
son parte de la fraccién proteica, la cual es una mezcla de diferentes
proteinas alimenticias, que son responsables de las propiedades
funcionales como ingrediente en algunos alimentos. Sin embargo estas
propiedades funcionales pueden ser afectadas por diferentes
propiedades intrinsecas y extrinsecas, como la secuencia de
aminoacidos, la estructura secundaria y terciaria, el caracter hidréfilo de

la superficie de la proteina, pH, temperatura y fuerza ionica (Parra, 2009).

Las proteinas del suero, de la leche contienen un alto valor biolégico por
su contenido de aminoacidos esenciales, la calidad de las proteinas, esta
definida por la cantidad de aminoacidos que contienen azufre como

cisteina y metionina. Una de las razones por la que la calidad de las



proteinas es alta, es por su capacidad para suministrar equilibradamente
nitrégeno, tanto en amino&cidos esenciales y no esenciales (Hernandez
& Vélez, 2014).

Algunos estudios, demuestran que las proteinas también tienen
funciones biologicas que intervienen en la prevencion de enfermedades
cancerigenas, incremento en los niveles de glucosa, tratamiento en
pacientes con VIH y actividades antimicrobianas y antivirales (Hernandez
& Vélez, 2014).

2.2. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DEL SUERO

El suero de leche, debe cumplir con parametros establecidos en la
Norma INEN 2594 (2011). Suero de leche, presentes en la Tabla 2.
Requisitos; norma que sefala que el suero de leche debe proceder de
productos que hayan sido elaborados con leche pasteurizada y no
contener compuestos extrafios, que no sean propios del procesamiento

de queso o de la misma naturaleza del producto.



Tabla 2. Requisitos fisico-quimicos del suero de leche liquido.

Suero de leche dulce Suero de leche acido
Requisitos Min Max Min Max
Lactosa % ( m/m) 5.0 4.3
Proteina Lactea 0.8 0.8
Grasa Lactea % (m/m). 0.3 0.3
Ceniza % ( m/m) 0.7 0.7
Acidez, titulable, % ( 0.16 0.35
Calculada como acido
lactico)
pH 6.8 6.4 5.5 4.8
El contenido de proteina lactea es igual a 6.38 por el % nitrégeno total
determinado

(INEN 2594, 2011)

2.3. MICROBIOLOGIA DEL SUERO DE QUESO

La estabilidad y calidad microbiologica de los quesos, se miden a travées
de la humedad, actividad de agua y pH. La presencia de patdgenos,
puede ser consecuencia de la inadecuada manipulacion por parte de los
operarios, utensilios contaminados, el medio ambiente y otros factores.
La actividad de agua, es un factor clave para el crecimiento microbiano,
esto se debe a la presencia de agua libre en el queso, haciendo que este
sea perecedero y susceptible a la multiplicacion de microrganismos
(Vasquez et al., 2012).

La presencia de patdégenos como Staphylococcus aureus, aerobios
mesofilos, Escherichia coli y Salmonella spp, son consecuencia de una
posterior contaminacién, causada por inadecuadas practicas de

Manufactura y malas condiciones de instalaciones. Otro factor que puede



influir en la presencia de patégenos, es la contaminacién pre-
pasteurizacion de la leche cruda por enfermedades de la ubre como es el
caso de la mastitis, por lo que se considera que no se realiz6 Buenas

practicas de Ordefio (Lanchipa & Sosa, 2003).

= Enterobacterias

Son bacilos Gram negativos, en su mayoria moviles que reducen los
nitritos a nitratos, a través de los procesos de fermentacion que
convierten la glucosa en &cido. Invaden el intestino del ser humano y
animales domésticos o salvajes, actuando como patdgenos oportunistas
también estan presentes en el medio ambiente principalmente en el
agua.

Algunos de los microorganismos que forman parte de este grupo de
enterobacterias son Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Klebsiella, y
Enterobacter (Olivas, 2001).

La Escherichia coli es un microorganismo anaerobio facultativo, movil y
presenta flagelos, la presencia de E.coli es significado de contaminacion
fecal y principalmente se pueden encontrar en agua y alimentos. Las
cepas de E.coli, provocan una gran cantidad de afecciones
especialmente enfermedades gastrointestinales, que afectan al ser
humano como por ejemplo las infecciones urinarias y meningitis (Alvarez,
2012).

Salmonella es un microorganismo Gram- negativo, facultativo que
produce &acido y gas mediante la fermentacién de la glucosa, crece a
temperaturas de 32- 37 °C y no resiste bajas temperaturas, razon por la
cual se inhibe su crecimiento. Este tipo de microorganismo la mayoria de
veces proviene del intestino de diversos animales y del medio ambiente.
El género Salmonella, crece en alimentos con baja actividad de agua y

puede sobrevivir por varios afios. Es causante de varias infecciones



entéricas que producen diarrea, gastroenteritis y la principal y mas grave,
fiebre tifoidea causante de muerte en humanos (L6pez, 2015).

= Staphylococcus aureus

Segun Elika (2013), este tipo de microorganismo pertenece al género de
bacterias anaerobias, soportan altas y bajas temperaturas asi como
irradiacion. Se encuentran en el ambiente aire, agua, utensilios y
maquinaria, estan presentes en alimentos con un alto contenido de sales
y azucares, su forma de contaminacion en los seres humanos es por
medio del consumo de alimentos que han sufrido contaminacién cruzada,
falta de higiene por parte de manipuladores al momento de su

elaboracion y su inadecuada forma de conservacion.

2.4. TECNOLOGIA DE MEMBRANAS

La tecnologia de membranas, ha crecido gradualmente en los ultimos
afios y se ha convertido en un proceso importante e innovador para las
industrias del mundo, puesto que la separacion de membranas, sustituye
varios procesos tradicionales de la industria, como evaporacion,
rectificacion, extraccion y absorcién convirtiéndose en una tecnologia
mas rentable, que alcanza rapidamente aceptacion global (Matheus,
2012).

El proceso de separacion de membranas, utiliza varias membranas semi-
permeables que actian como un filtro permitiendo el paso de un liquido,
dependiendo del tamafio de los poros, que oscilan entre 100 hasta 5
micras, mientras retiene sélidos en suspension y otros componentes.
Estos procesos generalmente, se realizan a temperatura ambiente, sin la

adicion de sustancias quimicas y con un uso bajo de energia. En la



Figura 1 se muestra el funcionamiento de la membrana (Camacho, 2009;

Matheus, 2012; Calvo et al., 2010).

Membrana
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Figura 1. Representacion esquematica de una membrana

(Raventds, 2005)

Los procesos de separacion de membranas,

microfiltracion, Ultrafiltracion, Nanofiltracion y Osmosis inversa

se clasifican en

de

acuerdo al tamafio de poro de la membrana, el tipo de los compuestos

que se van a separar y las diferentes fuerzas de presion que se utilizan

para fraccionar fluidos como se presentan en la Figura 2 (Mendoza,

2010).
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Figura 2. Clases de filtracion por membrana

(Camacho, 2009)

2.5. MICROFILTRACION TANGENCIAL

La microfiltracién, es un proceso que utiliza membranas para separar un
fluido, en dos fracciones el primero se denomina retenido, cuya
concentracion de componentes son de mayor tamafio, que el didmetro de
poro, mientras que el permeado, es el liquido que se obtiene cuando
pasa a través de la membrana y los componentes son de menor tamario,
que el diametro de poro. El tamafio de poro de las membranas usadas
para microfiltracién, se encuentra en un rango que va desde 0.1 y 10
micras dependiendo del fluido que se va a microfiltrar. (Binetti, Bailo &
Reinheimer, 2004).

Por lo general el proceso de microfiltracion tangencial, se utiliza para

diferentes procesos como; concentracion, clarificacion y fraccionamiento,
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con el objetivo de obtener un liquido con caracteristicas diferentes al
fluido inicial (Le6n & Rosero, 2009).

Es una tecnologia que utiliza, una fuerza de presioén para remover de un
fluido alimentado, microorganismos y otros contaminantes, mientras que
permite pasar a través de la membrana proteinas, agua y otros
componentes. (Mukhopadhyay et al., 2010). Como resultado de la fuerza
de presion aplicada los sdlidos, se concentran en la superficie de la
membrana, provocando una resistencia al flujo, ocasionando una gran
disminucién del caudal. Resulta muy dificil utilizar altos flujos de
permeado, si el proceso sufre un colmataje, originado principalmente por
la obstruccién de los poros de la membrana, debido a la interacciéon de la

proteinas (Fernandez, 2015).

El mecanismo de fraccionamiento del proceso de microfiltracién, se basa
en la separacion de un fluido en componentes, este fluido circula
tangencialmente, a la superficie de la barrera de filtracion evitando el
arrastre de sustancias, colmatacion de la membrana y posterior
conformacién de la torta, debido a que los solutos son de menor tamafio
qgue los poros de la membrana, pasan facilmente a través de ella, por lo
gue se produce un liquido de permeado, que esta libre de particulas
convirtiéndose en un fluido de alto valor comercial, el liquido de retenido,
es la fraccion que tiene mayor concentracion de solutos y no logra pasar
a través de la membrana por la alta cantidad de particulas presentes
como se puede ver en la Figura 3 ( Leén & Rosero, 2009; Ortiz et al.,
2008).
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Figura 3. Esquema del proceso de Microfiltracién tangencial

(De la casa, 2006)

En la industria, una de las principales restricciones es la disminucion del
flujo de permeado, respecto al tiempo ya que el flujo se reduce a un nivel
bajo ocasionando, que el proceso de microfiltracion se detenga y para
gue se restablezca la permeabilidad de la membrana, es necesario una
serie de lavados combinados con quimicos fuertes y temperaturas que
van de 60 a 80 °C. Este proceso puede provocar la alteracion de la
estructura y composicion quimica de las membranas y ocasiona que los
procesos sean mMAs costosos, ya que se aumentan los tiempos de

produccion (Gallego, 2011).

Existen algunos parametros limitantes en el proceso de microfiltracion

tangencial.

e Presion transmembranaria (PTM)

Es la diferencia de presion, entre los dos lados del proceso, tanto el
permeado, como el retenido. Se expresa con la ecuacion 1 (Laverde,
2010; Arias & Espinel, 2006).

13



PTM = ——— — Pp (1)

Donde:

Pe: Presion de alimentacion

Ps: Presion de salida

Pp: Presion de permeado que también se considera atmosférica, Pp = 0

e Flujo de Permeado (JP)

El flujo de permeado, o también conocido como flujo volumétrico, es
aquel que atraviesa la membrana, en un intervalo de tiempo y
generalmente se expresa en I/h.m? como se muestra en la ecuacion 2
(Fernandez, 2015).

1 dv

]p:ma (2)

Dénde:
Am: Area de membrana
V: volumen de permeado

dt: tiempo

14



e Factor de reduccién volumétrico (FRV)

Este parametro, se encarga de medir esta disminucién, y se relaciona

con el rendimiento del proceso, es decir tanto el volumen de retenido,

alimentacion y permeado. Se calcula con la ecuacion 3 (Arellano, 2013;

Chacon, 2006).

V, v,
FRV=2=1+2
Vr Vr

Donde:
V,: Volumen de alimentacion
V;: Volumen de retenido

Vp: Volumen de permeado

e Permeabilidad de la membrana (Lm)

(3)

La permeabilidad, es un factor que permite el paso de un liquido a través

de la membrana bajo una presion y temperatura, dada, las membranas

utiizadas en el proceso de microfiltracion,

generalmente poseen

permeabilidades de 1*10711 . Se encuentra representado en la ecuacion

4 (Arellano, 2013; Laverde, 2010).

Lm

=
3

(4)
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Dénde:

R, Resistencia de la membrana

e Colmataje

El colmataje de la membrana, es un factor que afecta al proceso de
microfiltracion tangencial, ya que causa la disminucién del flujo de
permeado, debido a la acumulacibn de varios compuestos, que se
adhieren en la superficie de la membrana, afectando la eficiencia del
proceso; esta colmatacion es provocada por distintos tipos de
mecanismos, la polarizacion de la concentracion, bloqueo de poros, vy el
aumento de la viscosidad, debido a la concentracion en el fluido. El
fendbmeno de colmataje, no solo es ocasionado por factores, como la
presién, las caracteristicas de flujo y operacion; también esta influenciado
por la estructura tanto interna, como externa, de la membrana y la
interaccion de la membrana con los componentes colmatantes (Ortiz,
Vélez & Mejia, 2008; Chacén, 2006).

2.5.1. APLICACION DE LA TECNOLOGIA DE MEMBRANAS EN LA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Las aplicaciones, que han surgido a través de los afios en la industria de
alimentos, utilizando tecnologia de membranas, son muy diversas y se

presentan en varias ramas de la industria (Hernandez et al., 1990).

La microfiltracion tangencial, se ha utilizado en la industria lactea para
procesos de pasteurizacion de leche entera, pues elimina la mayoria de
microorganismos, y no altera sus caracteristicas quimicas y sensoriales
conservando mas del 99% de las proteinas de la leche, ademas esta

técnica no solo ha sido aplicada en leche, sino también en suero de
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leche, permitiendo la eliminacién de grasa (Hernandez et al., 1990;
Coronel, 2012).

La técnica de microfiltracion, ha sido aplicada también para leche
descremada, con el objetivo de obtener materia prima esterilizada, para
la elaboracién de quesos, productos lacteos deshidratados y derivados
de proteinas. Otra aplicacion es la fragmentacion del suero, para separar
la caseina y utilizarlo como suplementos alimenticios o para fortificacion

de quesos (Romero, 2010).

En la industria quesera, se ha demostrado que el uso de la
microfiltracion, ayuda a producir quesos mas seguros higiénicamente, ya
que permite la purificacion de la salmuera ,eliminando completamente
hongos, levaduras asi; como la mayor parte de bacterias contaminantes
y una pequefia fraccion de materia nitrogenada y sales de calcio. La
calidad del queso y de la salmuera, depende del equilibrio entre el NaCl,
acido lactico, lactosa y proteinas solubles del suero (Reinheimer &
Zalazar, 2006).

En cuanto a jugos de frutas la tecnologia, de membranas actia como un
proceso de esterilizacion en frio, que permite conservar y obtener jugos
microbiolégicamente, estables y clarificados que no alteran sus
propiedades organolépticas, como su aroma y sabor, garantizando un
jugo apto para el consumo humano mejorando su calidad y frescura; este
tipo de técnica es capaz de reemplazar a los métodos tradicionales de
clarificacion de jugos ayudando a reducir el tiempo, mano de obra y
energia ( Ramirez et al., 2011; Rezzadori et al., 2012).

En Brasil, algunas industrias de alimentos, aplican el proceso de
microfiltracion para la clarificacion de jugos de frutas, como manzana,

limén, naranja, pera y uva (Carneiro et al., 2002).
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Se ha realizado en Venezuela, un estudio para determinar si después del
proceso de microfiltracion, las caracteristicas fisicas y quimicas del jugo
de mango clarificado, son alteradas, presentando un jugo estable sin
modificacion de pH, acidez total, solidos solubles, polifenoles y capacidad
antioxidante en sus tres fases: alimentacion, permeado y retenido
( Garcia et al., 2015).

En la industria de vinos y bebidas alcohodlicas; como cerveza, se ha
demostrado que la microfiltracion permite, la clarificacion, estabilizacion y
eliminacion de impurezas que alteran la calidad del vino, obteniendo

bebidas con una larga vida util (Arellano, 2013; Hernandez et al., 1990).

En Estados Unidos, se realiz6 un estudio acerca de la clarificacion de
extractos de maiz, en donde se demostré6 que el proceso de
microfiltracion, también es un método efectivo para la clarificacion de

sélidos y liguidos conservando sus proteinas (Aspelund & Glatz, 2010).

2.5.2. VENTAJAS DE LA MICROFILTRACION TANGENCIAL

El sistema tiene un alto rendimiento, por lo tanto no es indispensable
elevar la temperatura del producto, para prevenir la perdida de las

propiedades de los componentes (Arellano, 2013).

Es un proceso continuo, ya que elimina muchas operaciones del sistema,
reduciendo, significativamente el tiempo y los costos de energia en el
proceso de microfiltracién; incrementando la eficacia del proceso y
calidad del producto (Brito et al, 2010; Badilla, 2005).

Ayuda a conservar las caracteristicas nutricionales y sensoriales, del

producto microfiltrado, mejorando su calidad (Gallego, 2011).

18



La microfiltracion tangencial, es un proceso limpio, que permite eliminar
contaminantes para afadir valor agregado a los subproductos (Badilla,
2005).

Segun Vilavella, 1997; Romero, 2010; Raventds, 2005, la aplicacion del
proceso de microfiltracion, tiene mdltiples ventajas a diferencia de los
procesos tradicionales de separacién, que se utilizan en la industria.

Entre sus principales ventajas se tiene:

e Durante el proceso de microfiltracibn, se puede trabajar a
temperatura ambiente, para poder fraccionar compuestos.

e Este proceso no origina residuos contaminantes, para el medio y
ambiente y se puede reutilizar los desechos.

e El equipo de microfiltracion, es un equipo modular que funciona
segun los requerimientos de la empresa en cuanto a su capacidad
y tamafio.

e Las propiedades de las membranas, del equipo son inestables y
se pueden usar en diversas aplicaciones en la industria.

e Generalmente, se trabaja con presiones bajas que oscilan entre
0.5 — 5 bares, por lo tanto no es necesario realizar grandes
inversiones.

e Las membranas, tienen una estructura y propiedades resistentes,
que pueden soportar condiciones extremas y el atague de
compuestos quimicos como &cidos y bases.

e El funcionamiento del equipo es automatizado

e No necesita la adicion de compuestos quimicos
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3. METODOLOGIA

La fase experimental se realizO en la Universidad Tecnolbgica
Equinoccial en la Planta de Piloto de Alimentos, Laboratorio de
Microbiologia y Quimica Analitica. Se analiz6 las propiedades
Fisicoquimicas y Microbiologicas de la alimentacion, permeado y retenido

del proceso de Microfiltracion.

3.1. CARACTERIZACION DEL SUERO DE LECHE

El suero de leche que se utilizé en la presente investigacion procede de
una empresa ubicada en el Cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha.,
dedicada a la produccion de queso fresco, mozzarella, yogurt,

mantequilla y crema de leche.

3.2. TOMA DE MUESTRA

Las muestras se recolectaron en diferentes dias inmediatamente
después del proceso de elaboracion de queso fresco pasteurizado.

Las muestras se tomaron en envases estériles de 18 litros y
posteriormente fueron colocadas en contenedores con hielo. Una vez que
se obtuvo la muestra se trasladdé hasta la Universidad Tecnolbgica
Equinoccial a la Planta Piloto de Alimentos para continuar con el proceso

de microfiltracion.
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3.3. MICROFILTRACION TANGENCIAL

Se utilizaron dos equipos de microfiltracion tangencial de la Planta Piloto
de alimentos en la Universidad Tecnoldgica Equinoccial, el primer equipo

Escala piloto y el segundo Escala laboratorio.

El proceso de microfiltracion tangencial tanto en el equipo pequefio como
en el grande se realizé con suero de leche y se trabaj6é a una presion de
1.5 Bar con una temperatura constante.

Los pardmetros que se calcularon fueron flujo de permeado (FP), Flujo

transmembrana (JP) y Factor de retencién volumétrica (FRV).

El equipo de microfiltracién tangencial Escala laboratorio esta construido
en polipropileno, constituido por una membrana polimérica (fluoruro de
polivinildieno hidréfilo), la cual posee una superficie de filtrado de 50 cm?

y poros de 0.45 pum. La longitud de la membrana es de 18.8 cm.
El procedimiento se desarroll6 de la siguiente manera:

1. Se llend el tanque de alimentacién con 500 ml de suero de leche y se
alimenté continuamente durante el proceso de microfiltracion

2. El tubo de salida del permeado se desconectd para permitir la salida
del fluido y se colocé en el depdsito de residuos

3. Posteriormente se retird el tapén del orificio de ventilacion para
garantizar que la ventilacion del sistema funcione correctamente.

4. El tubo de retenido permanecié conectado en el equipo para permitir
la recirculacion del fluido.

5. Se encendio la bomba del equipo y se ajustd la presion de trabajo a
1.5 Bar.

6. EI proceso de microfiltracion termino cuando se produjo la

colmatacion de la membrana.
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7. Cuando finaliz6 el proceso de microfiltracion se apag6 la bomba
ajustando la velocidad a 0 y a continuacion se retird el fluido del

tanque de alimentacion a través del tubo de salida de la bomba.

Para el proceso de limpieza se realiz6 el mismo procedimiento de
microfiltracion con la variaciéon de la velocidad de la bomba ya que se
ajusto a 2 y la conexion del tubo de permeado al tanque de alimentacion

permitiendo la recirculacion del fluido a través del sistema.

La limpieza del equipo se realizé con una solucion de NaOH 0.1 N y
acido Nitrico al 1 %, durante 60 min, una vez transcurrido este tiempo se
colocé agua destilada en el tanque y se retir6 a través de los tubos de
permeado y retenido hasta que se recuperdé la permeabilidad y el pH del

agua

El segundo equipo de Microfiltracidn tangencial escala Piloto esta
fabricado en acero inoxidable AISI 304, constituido por una membrana
ceramica ( a- alumina ) MARCA MEMBRALOX EP 1960 la cual consta
de 19 canales, cada uno posee un didmetro de 6mm y poros de 0.5 pm
con una superficie de filtrado de 0.36 m?. La longitud total de la
membrana es de 1020 mm. La descripcion del equipo se encuentra en el
Anexo Il.

El proceso de microfiltracion tangencial se realizé con suero de leche y
se trabajé a una presion de 1.5 Bar con una temperatura constante. El

procedimiento de microfiltracion tangencial se lista a continuacion.

1. Se conectd el compresor a la valvula de entrada del aire.

2. Se introdujo la manguera de alimentacién en el tanque que contenia
suero de leche.

3. Se procedi6 a cerrar las valvulas de Retenido y salida de permeado
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4. Para que pueda ingresar agua en el modulo de refrigeracion se
conecté la manguera de agua en la valvula del equipo y a
continuacion se abrio la toma de agua.

5. Se encendio el compresor y se reguld la presion del aire para que la
bomba empiece a funcionar y transportar el fluido desde el tanque de
alimentacion hacia el interior del equipo.

6. Se cerro la valvula de salida de presion hasta que el suero comenzé a
salir por la misma, esto nos indica que el equipo se encuentra lleno y
no tiene presion acumulada o espacios de aire.

7. Se abrié la valvula de salida del permeado para que comience el
proceso de microfiltracion, el proceso termina cuando se produce la
colmatacion de la membrana o la alimentacion se termina.

8. Para que el sistema se apague, se cerrd la valvula de salida de
permeado, valvula de entrada de aire y finalmente se apaga el
compresor.

9. Para permitir la salida del aire del compresor y del equipo se accioné
un mecanismo en la valvula de presion hasta que ya no existio
presencia de aire.

10.Se abri6 la valvula de salida de retenido y las demas valvulas para

permitir que el fluido salga completamente del equipo.

Durante el proceso de microfiltracion se tomo datos experimentales de
flujo de permeado (FP), Flujo transmembrana (JP) y Factor de retencion

volumétrica (FRV).

El proceso de limpieza del equipo se realiz6 después de cada
microfiltracion, para ello se utilizé una solucion de NaOH al 2 %, &cido
nitrico (HNO3) al 1 % y agua destilada para recuperar el pH.

Para el proceso de limpieza se sigue el mismo procedimiento de
microfiltracion con la diferencia que el fluido de permeado recircula por el
tanque de alimentacion varias veces. Este proceso se lo realizé durante

60 minutos, después de transcurrido este tiempo se recirculd agua
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destilada durante 20 minutos y se realiz6 la medicion de permeabilidad
de la membrana. Con la solucion acida se realiza el mismo proceso,
principalmente cuando no se recupera la permeabilidad.

Finalmente al momento que se llegd a la permeabilidad inicial se hizo el
mismo procedimiento hasta que el pH del agua que recircula por el

sistema se encuentra entre 6.5y 7.

3.4. ANALISIS FISICOQUIMICOS

3.4.1. DETERMINACION DE PH

Para la determinacion de pH se utiliz6 un potencibmetro marca
METTLER TOLEDO, siguiendo el Método Oficial AOAC 960.19 (2012).

3.4.2. DETERMINACION DE ACIDEZ TITULABLE

La determinacion de Acidez Titulable se realiz6 en base a la Norma
Técnica Ecuatoriana INEN 0013 (1984) y se calculé como porcentaje de

acido lactico empleando la ecuacion 6.

V *N
Acidez (% &cido lactico) = 0,090 Na‘:nH nljaOH x 100 (6)
-

Dénde:

Vynaon = Volumen de NaOH consumido en la titulacion
Nnaon = Normalidad del NaOH
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m; = masa del matraz Erlenmeyer vacio

m = masa del matraz Erlenmeyer con la leche

3.4.3. DETERMINACION DE LACTOSA, PROTEINA, GRASA Y
DENSIDAD

Se utilizé el equipo Milkoscope Julie C2 de la planta Piloto de Alimentos,
para determinar el contenido de macronutrientes proteina, lactosa, agua,

sélidos no grasos y la densidad de la leche expresados en porcentajes.

3.5. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Para las pruebas microbioldgicas se analizaron los microorganismos
evaluados en la Norma INEN 2594 (2011).
Las evidencias de los analisis microbioldgicos realizados en el presente

trabajo de investigacion se presentan en el Anexo |.

3.5.1. PREPARACION MEDIOS DE CULTIVO

Se utilizé6 3 medios de cultivo los cuales se prepararon de acuerdo a las
especificaciones en la etiqueta de cada agar y placas cromégenas
Compact Dry X- SA, especificas para el crecimiento de Staphylococcus
aureus.

En la Tabla 3 se indica los medios de cultivo utilizados y la cantidad
requerida de cada uno.
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Tabla 3. Especificaciones medios de cultivo

AGAR Cantidad Requerida Microorganismos

(1L de medio)

TSA 40.00 g Escherichia coli
Oxford 54.00 g L. monocytogenes y L.
spp
MacConkey 50.00 g Aerobios mesofilos

El agar fue pesado en la balanza analitica y colocado en un frasco que
contenia 1000 ml de agua destilada y se homogenizo por 5 min,
posteriormente, se calenté la mezcla en la estufa por un tiempo
aproximado hasta ebullicion para que los componentes, se disuelvan
completamente y no haya presencia de grumos. Finalmente se llevo la
mezcla al autoclave a 121 ° C por 40 minutos.

El agar se dej6 enfriar a una temperatura Optima, para proceder a realizar
el vertido en cajas Petri, se realizé inmediatamente en la camara de flujo

laminar.

3.5.2. DILUCIONES SUCESIVAS

Se realiz6 diluciones sucesivas en base a la Norma Técnica Ecuatoriana
INEN 1529-2 (1999).

Se tomd 10 ml de muestra y se transfirié en un frasco con 90 ml de agua
peptonada bufferada, la muestra se homogeniz6 agitando el frasco varias
veces siendo esta la (Dilucién 10~1). Con la ayuda de una micropipeta se
tomo una alicuota de 1 ml de dilucién 10~! y posteriormente se colocé

en un tubo que contenia 9 ml de agua peptonada bufferada formandose
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la dilucién 1072, este tubo se homogenizé por 15 segundos. Finalmente

para las diluciones 1072 10~*y 107> se realiz6 el mismo procedimiento.

3.5.3. SIEMBRA EN SUPERFICIE

Se utilizé placas monopetri previamente preparadas con medio de cultivo
especifico para cada microorganismo.

En presencia de un mechero de Bunsen, se tomé 100 uL de cada
dilucion, la muestra fue colocada en la superficie de la caja Petriy con el
asa de Digralski previamente esterilizada, se procedié a extender la
muestra en toda la superficie de la placa siempre cerca del mechero para
evitar una posterior contaminacion cruzada.

Para el caso de Staphylococcus aureus, con la micropipeta se tomé
1000 pL de cada dilucién cerca de la llama del mechero de Bunsen y se
colocé en el centro de la superficie de la placa Compact Dry X-SA para

Su posterior incubacion.

El proceso de siembra, se realiz6 mediante la técnica de siembra en

superficie detallada en (Pascual & Calderén, 2000).

3.5.4. INCUBACION

Se coloco las placas invertidas, segun sus condiciones de incubacion
(Tabla 4).
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Tabla 4. Condiciones de Incubacién para microorganimos

Microorganismo Condiciones de
incubacion
Escherichia coli 37°C/24h
Aerobios mesofilos 37°C/24h
Staphylococcus aureus 37°C/24h
L. monocytogenes 37°C/24h

3.5.5. Recuento total de poblaciones microbianas

Para realizar el recuento microbiano se siguié la metodologia detallada
por Ahmed y Carlstrom (2006). Con la ayuda de una lupa, una lampara

de luz y un lapiz marcador se contaron las colonias de cada placa.

Segun (Camacho, 2009), para efectuar los célculos de recuento total solo

se consideran colonias en un rango de 30 a 300.

3.5.5.1. Recuento de aerobios mesofilos

En cuanto al recuento de aerobios mesdéfilos, se siguid la metodologia
detallada en la norma INEN 1529-5 (2006), la cual indica que el rango
establecido para el recuento es de 15 a 300 colonias.

3.5.5.2. Recuento de Escherichia coli

El reporte de resultados para Escherichia coli se realiz6 de acuerdo a la
Norma INEN 1529-5.
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3.5.5.3. Recuento de Staphylococcus aureus

Este microorganismo, fue sembrado en placas Compact Dry X-SA, que
son placas selectivas y por lo tanto las colonias presentes pertenecen a
Staphylococcus aureus. Segun la Norma INEN 1529-14 (2013) el rango

establecido para el recuento es de 30 a 300 colonias.

3.5.5.4. Deteccion de Listeria monocytogenes

Se utiliz6 un agar selectivo para este tipo de microorganismo por lo que

las colonias presentes fueron solo de Listeria monocytogenes.

Para el célculo de los resultados del recuento de las poblaciones
microbianas, se utilizé la ecuacion 7, establecida en la norma INEN 1529-
14 (2013).

N C
~ V(n, +0,1n,)d ()

Dénde:

N: Numero de unidades formadoras de colonia por mililitro.
YC: Suma de todas las colonias contadas en todas las placas retenidas.

V:  Volumen del inoculo aplicado a cada placa en mililitros.

ny: Numero de placas retenidas en la primera dilucion.
n,: Numero de placas retenidas en la segunda dilucion.

d: Nivel de dilucién correspondiente a la primera dilucion retenida.
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3.5.6. TINCION GRAM

En la tincion Gram, se sigui6 la metodologia detallada en Olivas (2001),
se colocd una gota de agua destilada en el porta objetos y se esterilizo
un asa de metal con la ayuda de un mechero de Bunsen. Con la misma
asa se tomo una colonia aislada de la caja Petri, se disolvio la colonia en
una gota de agua destilada formando una emulsion y para fijar el cultivo
se coloco varias veces sobre la llama del mechero de Bunsen. Una vez
fijado, se procedio a colocar en el porta objetos cristal de violeta durante
1 minuto, después de este tiempo se lavé con abundante agua destilada
luego, se colocd lugol por 1 minuto y se lavé con agua destilada. Para
eliminar el color, se coloc6 alcohol cetona hasta que ya no hubo
presencia de color e inmediatamente se lavd con agua destilada.
Finalmente se coloco safranina por 1 min nuevamente se lavo, se seco el

exceso de agua y se tapo con el cubre objetos.

En el microscopio electronico se observé el cultivo con ayuda de una

gota de aceite de inmersion.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS



4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. MICROFILTRACION TANGENCIAL (MFT)

La microfiltracion de suero de leche de queso fresco, realizado a 1.5 bar
de presion en el equipo escala laboratorio, tuvo aproximadamente una
duracion de 5 horas hasta que se produjo la colmatacion de la
membrana. Se colocaron en el tanque de alimentacion 0.903 litros, de los

cuales se obtuvieron 0.399 litros de permeado y 0.500 litros de retenido.

En la Tabla 5, se observa que el Factor de Retencion volumétrico en el
equipo escala piloto present6 un valor mayor al que se obtuvo utilizando
el equipo escala laboratorio. Los valores de FRV fueron 4.53 y 1.80
respectivamente. Esto puede ser ocasionado por varios factores como el
tipo de membrana que se utilizé, debido a que en el equipo escala piloto
se utilizé una membrana ceramica y en el equipo escala laboratorio una
de fluoruro de polivinildieno. De acuerdo a Chacoén (2006), el material de
construccion de las membranas, la temperatura, la concentracién del
fluido y las caracteristicas fisicoquimicas de las membranas influyen en la
selectividad de la membrana y el rendimiento del proceso. Las
membranas poliméricas, por su estructura poseen estabilidad térmica y
quimica ademas de una alta capacidad de adsorcidn razén por la cual en
estas membranas la compactacion de las moléculas en la superficie
tiende a ser mas rapida (Benitez et al. 2006; Guastalli, 2006), a
comparaciéon de las membranas ceramicas que presentan mayor
estabilidad térmica y quimica que las poliméricas y soportan muy bien la

compactacion.
Otro factor que influye en el proceso de microfiltracion es el tamafio de

poro que poseen las membranas. El tamafio de poro en el equipo escala

laboratorio es de 0,45 um y en el equipo escala piloto es 0.5 um. Aspelund
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et al. (2010), determin6 que al utilizar membranas con un tamafio de poro
mas grande se obtiene mayores rendimientos en el proceso debido a que
la acumulacion de particulas en la superficie de la membrana se produce

en mayor tiempo.

Tabla 5. Factores del Proceso de Microfiltracion Tangencial

Factor Escala Piloto Escala
Laboratorio
(0.5 um)
(0.45 pm)
Presion de entrada ( bar) 1.5 15
Presién de permeado 0 0
(bar)

Volumen de Alimentacion (1) 17 0.903
Volumen de Retenido (1) 3 0.500
Volumen de Permeado (l) 13.25 0.399

Factor de Retencion
Volumétrico 4.53 1.80
Duracion del proceso 16 290
(min)

En la Figura 4, se observa el flujo transmembrana durante la
microfiltracion en el equipo a escala laboratorio, se determiné que el flujo
transmembrana (JP) maximo fue de 35.40 I/h.m? al iniciar el proceso de
microfiltracion y fue disminuyendo hasta 12 I/h.m?, a los 290 minutos, el
descenso del flujo de permeado fue mayor con el transcurso del tiempo.
Se consider6 que a los 290 minutos se llegd a la colmatacion de la

membrana.

Este mismo fendmeno se presenta en el estudio realizado por Gallego

(2011), indica que el flujo de permeado se ve afectado por una serie de
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factores como es la polarizacion de la concentracion y el ensuciamiento o

colmatacion de la membrana.

Segun Guastalli (2006), el fendbmeno de polarizacion se produce cuando
la concentracién de los componentes se eleva demasiado alcanzando su
limite de solubilidad, provocando la acumulacion de dichos compuestos
cerca de la superficie de la membrana, lo cual disminuye el flujo de
permeado. La adsorcion de componentes como proteinas, grasa y otras
particulas, es otro factor que influye sobre el comportamiento de la
membrana, debido a que ocasionan el estrechamiento del poro,
provocando la disminucion del flujo hasta la colmatacion. Los datos

obtenidos se muestran en el (Anexo-3_ A-3 Tabla 1)
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Figura 4. Flujo transmembrana (1.5 bar, equipo escala laboratorio)

En la Figura 5, se presenta la curva del flujo transmembrana (JP) con

respecto al tiempo, utilizando el equipo de microfiltracion escala piloto, el
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flujo transmembrana (JP) maximo fue de 115.2 I/h.m? que corresponde al
inicio del proceso y fue disminuyendo hasta 89.74 I/h.m?, a los 16
minutos, tiempo en el que alimentacion se termind y por tanto se finalizé
el proceso. Para la microfiltracién, escala piloto, se tuvo una alimentacion
de 17 litros, con un volumen de permeado de 13.25 y 3 litros de retenido
(Anexo 3_A-3 Tabla 2).

El comportamiento del flujo transmembrana en la microfiltracion del suero
es similar al observado en la microfiltracion de vino de mora realizada por
Arellano (2013), que registré una disminucién del flujo transmembrana de
39.44 I/h.m? a 5.18 I/h.m? en 26 minutos. En jugo de Pifia Carneiro et al.
(2002), obtuvo un descenso del flujo transmembrana de 232 I/h.m? hasta

100 I/h.m? en 15 minutos.

El mismo comportamiento se presenta en la microfiltracion tangencial de
jugo clarificado de granadilla reportado por Brito et al. (2010), en el cual
se obtuvo un flujo transmembrana maximo de 245 I/h. m? y fue

disminuyendo hasta 47 I/h.m? en 90 minutos.
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Figura 5. Flujo transmembrana (1.5 bar, equipo escala piloto)
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En la Figura 6, se observa la variacion del flujo transmembrana (JP) y del
factor de retencion volumétrico (FRV) en el equipo escala piloto y
laboratorio, como se observa, el equipo escala piloto present6 valores
superiores a los que se obtuvo utilizando el equipo escala laboratorio con
un flujo transmembrana inicial de 115.2 I/h.m? hasta 89.74 I/h.m? en 16
minutos con un factor de retencion volumétrico de 4.53 (Anexo 3_ A-3
Tabla 3), mientras que, para el equipo escala laboratorio, se presentaron
valores de 24.0 y 12.0 I/h.m? en donde el flujo transmembrana al inicio
del proceso fue de 35.40 I/h.m? hasta 12 I/h.m? en un tiempo de 5 horas,
con un factor de retencion volumétrico de 1.80 los datos obtenidos se

muestran en el (Anexo 3_ A-3 Tabla 4).

Como se aprecia en el equipo escala piloto los descensos del flujo
transmembrana son menores que los que presenta el equipo escala
laboratorio y no se presentd colmatacion de la membrana debido a que el
proceso finaliz6 cuando se termind la alimentacion a diferencia del equipo
escala laboratorio en el cual si se presentd la colmatacion de la

membrana al final del proceso.

El comportamiento del flujo transmembrana, con respecto al tiempo
obtenido en las dos curvas del proceso, es similar a lo establecido por
Debon et al. (2012) ,que confirman que a medida que transcurre el
tiempo del proceso se observa una caida constante, hasta su
estabilizacion, provocada por la obstruccién de los poros en el interior de
la membrana conocido como colmatacion. Ademas se puede observar el
comportamiento del FRV en el equipo escala piloto y laboratorio;

mientras el flujo trasmembrana disminuye el FRV aumenta.
Laverde (2010); Arellano (2013), indican que mientras el flujo

transmembrana disminuye progresivamente con el tiempo los valores de

FRV aumentan; por lo tanto el factor FRV presenta una relacion
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inversamente proporcional al flujo transmembrana, mientras menos
volumen de retenido mayor va a ser el FRV.
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Figura 6. Comparacion del flujo transmembrana y del factor de retencion volumétrico

(FRV) a) equipo escala piloto b) equipo escala laboratorio

El Factor de Retencion volumétrico en el equipo escala piloto presentd un
valor de 4.53 mayor al que se obtuvo utilizando el equipo escala
laboratorio que fue de 1.80, esto puede ser ocasionado por varios
factores como el tamafio de poro de la membrana, el tipo de membrana y
la escala del equipo. En un estudio realizado por Saenz (2010), se
registr6 un comportamiento similar acerca del cambio de escala de un
equipo escala piloto a un equipo escala industrial, en el cual se obtuvo un
rendimiento de 208 litros mayor al de operacion en el equipo escala
piloto, este comportamiento se debe a la influencia de varios factores el
tipo de membrana, el tamafio de poro y el material de construccion del
equipo. Segun Gonzalez (2000), la similitud estricta de las condiciones de
operacion en equipos de diferente escala son casi imposibles pero si
puedan presentar similitudes en su proceso y funcionamiento. El equipo
escala piloto y laboratorio cumplen la misma funcién de recuperar y

purificar fluidos y sus condiciones de operacion son similares, pero
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presentan diferencias. En el equipo escala piloto se obtienen mayores
rendimientos, la velocidad de reaccibn es mayor, optimiza la materia
prima y reduce los costos de produccion, pero puede presentar algunos
problemas asociados con los sistemas de enfriamiento y calentamiento,
se usan materiales metalicos para su construccion los cuales pueden
ocasionar problemas de contaminacion, a comparacion del equipo escala
laboratorio que Segun Paez (2011) al utilizar un equipo escala laboratorio
es posible replicar las mismas condiciones que existen a escala piloto,
los pardmetros pueden ser evaluados con mayor rapidez y generalmente
se utilizan materiales de vidrio para evitar contaminacion, las desventajas
de utilizar equipos escala laboratorio radica en el menor rendimiento que
se obtiene del proceso, volimenes de permeado bajos y el tiempo del

proceso es largo.

Otro factor que puede influir en el comportamiento del FRV es el tamafo
de poro que presentan las membranas, debido a que el tamafio de poro
en el equipo escala piloto es de 0,5 um mayor al equipo escala piloto que
es de 0.45 um. Fernandez (2015), afirma que el tamafio de poro de la
membrana influye en el proceso de microfiltracion tangencial, como
también el tamafio de las moléculas de los fluidos que pueden ser mayor
a los poros de la membrana. Sin embargo, este fendmeno puede ser
ocasionado por diversos factores, de acuerdo al tipo y composicion de
fluido.

En relacion a lo anterior, Arias & Espinel (2006), expresan que existen
varios factores que afectan el flujo de permeado en el proceso de
microfiltracion, entre ellos, el contenido de particulas presentes en el
fluido a ser filtrado; como es el caso de la leche, donde el contenido de
grasa y la concentracion de proteina, influyen directamente en el
proceso, debido a que origina en menor tiempo la formacién de la torta,

evitando asi, el paso del fluido por los poros de la membrana.
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4.2. ANALISIS FISICOQUIMICOS

En la Tabla 6, se presentan los resultados de la caracterizacion
fisicoquimica de las corrientes obtenidas del proceso de microfiltracion
tangencial del suero de leche. El valor de pH es semejante en las
corrientes de alimentacion, permeado y retenido, tanto en el equipo
escala laboratorio y piloto. Este comportamiento puede deberse a que los
compuestos donadores de protones del suero de leche atravesaron la
membrana por tener un tamafio menor que el tamafio de poro de la
membrana distribuyéndose entre las diferentes corrientes. Vaillant et al.
(1999), afirman que los valores de pH no se alteran cuando se realiza la
microfiltracion tangencial en membranas con un diametro de poro de 0.2
pm; debido a que los azucares, vitaminas, acidos, y otro tipo de
compuestos, pueden atravesar facilmente la membrana, razén por la cual

los valores de pH en las diferentes corrientes son similares.

Se reporté un comportamiento semejante en el estudio realizado por Brito
et al. (2010) sobre la microfiltracion de jugo de granadilla, en el cual las
fracciones obtenidas de alimentacion, permeado Yy retenido no

presentaron cambios de pH.

El pH de las corrientes de alimentacion en el equipo escala piloto y
laboratorio fueron 6.6 y 6.7 respectivamente, estos valores fueron
comparados con la Norma INEN 2594 (2011); para suero de leche dulce;
qgue exige un valor de minimo de pH 6.8 y maximo 6.4, es decir que

estos valores cumplen con los parametros establecidos en la Norma.
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Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas obtenidas del proceso de microfiltracion

equipo escala laboratorio y escala piloto

Equipo Alimentacion Retenido Permeado
pH 6.6 008 640004 6,6 0008
Acidez % ( Acido 0.08 +0.003 0.06 +0.005 0.08+ 0003
lactico)
Grasa % (m/m) 0.21+ 0.02 0.68 + 0.04 0.0 +0.00
SHF

Escala 6.08+ 022 5897+ 0.07 5.45+0.05

laboratorio  Densidad (g/ml) 083+ 089 080+ 035 074+ 013
Proteina % (m/m) 224+ 008 220+ 003 200+ 002
Agua 325197 34.08 +0.76 40.65 +0.66
pH 6.7 =001 6.1+018 6.1+026
Acidez % ( Acido 011 +0.003 027 +0.02 014 +0.03
lactico)
Grasa % (m/m) 0.24 + 0.01 122£0.02 0.0 +0.00
SHF

Escala AT2+009 571+ 013 541+ 038

Piloto Densidad (g/ml) 078+ 034 083+015 080+ 237
Proteina % (m/m) 249+ 047 291+ 037 223+ 038
Lactosa % (m/m) 298+062 302+£0.14 284+ 041
Agua 36.38£3.23 AT0+134 4278+ 09

n=6; + Desviacion estandar

Los valores de acidez (Tabla 6.) de la corriente de alimentacién en el

equipo escala laboratorio y piloto fueron de 0.08 % y 0.11 %

respectivamente, estos valores se encuentran dentro de los parametros

establecidos en la Norma INEN 2594: (2011), la cual establece que el

limite maximo de Acidez es 0.16 % para suero de leche dulce.

Se puede observar que los valores de acidez en la alimentacion, retenido

y permeado son semejantes, este comportamiento puede deberse a que

las moléculas de acidos organicos presentaron menor tamafio que el

poro de la membrana, razén por la cual logran pasar a través de ella. De

acuerdo a Parra (2009), los acidos organicos principalmente el acido
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lactico se encuentran presentes en el suero de leche y son los
responsables de la fermentacion lactica. Garcia et al. (2015), indican que
los acidos organicos y azucares responsables de este fendmeno son
moléculas que presentan un tamario inferior al poro de la membrana por

lo que pueden atravesarla con mayor facilidad.

El valor de acidez es mayor en el retenido tanto en el equipo escala piloto
y laboratorio lo que significa que existi6 mayor concentracion de acidos,
debido a que el tamafio de algunos acidos organicos y azucares fueron
mayores y quedaron retenidos en la membrana. Brito et al. (2010), afirma
gue una elevada concentracion de macromoléculas que son retenidas y
no logran atravesar la membrana producen una capa impermeable en la
superficie de la membrana ocasionando la polarizacion de la misma y la

alteracion de las caracteristicas fisicoquimicas del fluido.

Se observa que el porcentaje de grasa en el permeado tanto para el
equipo escala laboratorio y piloto presenta un valor de 0 % (Tabla 6). Los
valores obtenidos, son similares a los reportados por Camacho (2009), el
cual obtuvo un permeado con 0 % de grasa y establece que los glébulos
de grasa presentan un tamafio mayor al poro de la membrana, razén por

la cual no logran atravesarla.

El porcentaje de grasa en la corriente de alimentacion tanto en el equipo
escala piloto y laboratorio cumple con los pardmetros establecidos en la
Norma INEN 2594 (2011) para suero de leche dulce; que establece un

valor maximo de Grasa lactea 0.3 %.

En cuanto al valor de grasa en la corriente de retenido en el equipo
escala piloto es 5 veces mayor a la alimentacion a diferencia del equipo
escala laboratorio que es 3 veces mayor, este comportamiento se
relaciona con el Factor de retencién Volumétrico ya que mientras mas
alto sea el valor de FRV mayor serd el rendimiento del proceso. Otro

factor importante en el contenido de grasa es el tamafo que poseen las
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moléculas, las cuales son mayores al poro de la membrana quedando
mayormente concentradas en el retenido. Cheryan (1998), sefala que
membranas con un tamafo de poro que oscila entre 5 y 10 pm son
capaces de retener moléculas globulares, ya que tienen menor

posibilidad de pasar que las moléculas lineares.

Segun Camacho (2009), Ila grasa es una macromolécula de tipo
hidrofobico que puede ocasionar mas problemas que otras particulas
debido a que crea en las membranas un mayor taponamiento por su
capacidad de adhesién y atrapamiento en los poros. Motta-correa &
Mosquera (2015), recomienda que la grasa procedente del suero de
leche, debe ser eliminada debido a que es uno de los factores de
saturacién, que ocasionan la pérdida gradual de flujo de permeado,
durante el proceso con membranas; razon por la cual se debe utilizar el

proceso de microfiltracion para retener estas particulas.

Al comparar los valores de proteina (Tabla 6) de la corriente de
alimentacion del equipo escala laboratorio y piloto con la Norma INEN
2594: (2011) para suero de leche dulce; se determina que estos valores
se encuentran dentro de los parametros establecidos en la Norma.

Los valores de proteina en la corriente de alimentacion, permeado y
retenido en el equipo escala laboratorio y piloto son similares, esto se
debe a que la proteinas atravesaron facilmente las membranas, debido a
gue el tamafo molecular fue menor al poro de la membrana. Camacho
(2009), sostiene que al utilizar membranas con un tamafio de poro, mas
grande se obtiene mayores concentrados de proteinas. Las membranas
gue poseen un tamafio de poro entre 0.14 um y 0.20 aseguran el paso
de la mayoria de proteinas del suero (Astudillo, 2010).

Segun Fernandez (2015), las particulas de proteina del suero poseen un
didmetro entre 3-6 nm razon por la cual se explica que dichas proteinas

hayan podido pasar a través de los poros de la membrana. La
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conformacién y la forma que presentan las macromoléculas son
afectadas por la temperatura y la fuerza iénica, debido al peso molecular

de las proteinas cambia frente a las membranas.

La adsorcion y la interaccion proteina-proteina pueden ocasionar la
obstruccion de los poros de la membrana lo cual conlleva a la posterior
polarizacion y colmatacion de la misma debido al rechazo que tienen las

particulas para atravesar la membrana (Chacoén, 2006).

En la Tabla 6, los valores de lactosa son similares para las corrientes de
la alimentacion, permeado y retenido de los dos equipos, que este
comportamiento se debe a que en los procesos de microfiltracion no se
concentra la lactosa y por lo tanto las particulas lograron atravesar
facilmente las membranas distribuyéndose en las diferentes corrientes.
Segun Romero (2010), los procesos de tecnologia de membranas
poseen un mecanismo de selectividad que estd ligado al tamafio
molecular de las particulas que desean eliminar o retener del suero, la
ultrafiltracibn es el proceso ideal para concentrar lactosa y proteina,
debido a que utiliza membranas con un didmetro de poro entre 5 a 100
nm. Vera et al. (2013), menciona que la lactosa es el componente
mayoritario del suero de leche ya que es un azlcar relativamente
insoluble, que se halla libre en suspension y que contiene dos isbmeros

de lactosa la B-lactosa y la a-lactosa.

En cuanto a la alimentacion en el equipo escala piloto y laboratorio, los
valores de contenido de lactosa cumplen con los parametros
establecidos, en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2594 (2011), la cual
establece que el limite maximo de % Lactosa es 5.0; es decir la
alimentacion, el permeado y el retenido se encuentran bajo condiciones

ideales para ser utilizados.
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En el caso de la densidad (Tabla 6), se puede observar que fue mayor en
la corriente de alimentacién y retenido tanto en el equipo escala piloto y
laboratorio, este fendmeno esta relacionado con el porcentaje de grasa
gue presenta cada una de las corrientes. Paredes et al. (2014), en su
estudio acerca de las caracteristicas fisicoquimicas del suero de leche,
menciona que existe una relacion directa entre la densidad y el contenido

de grasa; es decir a mayor contenido de grasa mayor densidad.

La densidad en el permeado fue menor tanto en el equipo escala
laboratorio y piloto esto se debe a que la mayor parte de glébulos de
grasa fue retenido y solo paso una minima fraccion. Se reportd un
comportamiento semejante en el estudio realizado por Arias & Espinel
(2006), los cuales reportaron que la densidad obtenida en la corriente de
permeado fue menor y no tuvo mucha variacion debido a que el
coeficiente de retencion de la grasa fue del 100% y los componentes que

lograron pasar son minimos o iguales a cero. .

4.3. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

En el recuento, de aerobios mesdfilos para la corriente de alimentaciéon
utilizada en el equipo escala piloto y laboratorio ( Tabla 7) , presenta un
valor de 5.88 log UFC/ml y 5.19 log UFC/mI respectivamente (Anexo 3_
A-3 Tabla 5), se puede observar que los valores obtenidos, presentan
diferencias significativas y no cumplen con los parametros establecidos
en la Norma INEN 2594 (2011), para suero de leche, el cual establece un
valor maximo de 5.00 log UFC/ g para aerobios mesofilos. Segin Moreno
et al. (2007), la calidad de la leche, puede ser alterada durante el ordefio
por diversas fuentes de contaminacién debido a las malas practicas de
manipulacion, por parte del operador y las infecciones, en la ubre de la
vaca que son uno de los principales factores que transfieren un gran

namero de microorganismos a la leche.
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Tabla 7. Analisis microbiolégicos equipo escala piloto y escala laboratorio

Microorganismo Alimentacion Retenido Permeado
Equipo Escala Escala Escala Escala
escala laboratorio piloto laboratorio piloto y
piloto laboratorio
Log UFC/mlI Log UFC/mlI Log UFC/mlI
Aerobios 5,88+0,10b | 5,19+0,08d | 5,85+0,06¢ | 6,37+0,10a | Ausencia
mesofilos
Escherichia
Coli
6,18+0,08a | 5,66+0,14c | 6,10+0,01b | 6,31+0,02a | Ausencia
Staphylococcus
aureus )
5,59+0,08c | 5,15+0,11d | 5,56+0,08d | 5,83+0,11c Ausencia
Listeria
monocytogenes )
6,15+0,06a | 6,29+0,04a | 6,11+0,02b | 5,61+0,08d Ausencia

n=3; + Desviacién estandar

Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias significativas (P<0.05)

Los valores obtenidos en la corriente de alimentacion para Escherichia
coli (Tabla 7) no cumplen con los pardmetros de la Norma INEN 2594
(2011), para suero de leche dulce que establece un valor minimo de 1.0
log UFC/ml para E. coli.

En cuanto a la corriente de alimentacion en el equipo escala piloto y
laboratorio se obtuvo un valor de 6.18 log UFC/ml y 5.66 log UFC/mlI
respectivamente presentando diferencias estadisticamente significativas
(Anexo 3_ A-3 Tabla 5), sin embargo se puede observar que el
incremento de la poblacién, es mayor en el equipo escala piloto, esto
puede darse debido a la inadecuada manipulacion de la materia prima

provocando contaminacion cruzada ademas de la manipulacion
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inadecuada por parte de los operadores al momento del procesamiento y
la falta de higiene en los equipos ( Bidon) .

Calderon et al. (2006); Batista, (2011), establecen que la existencia de
Escherichia coli, es un indicador de contaminacion fecal, debido a que se
presenta en las heces de los animales y aguas residuales, estos
microorganismos pueden ser transferidos a la leche, a través de los
manipuladores y el incorrecto ordefio del animal. La falta de higiene que
existe por parte de los manipuladores, asi como las instalaciones,
utensilios y el inadecuado almacenamiento. El| crecimiento de
Staphylococcus aureus, presentd diferencias significativas en la
alimentacion, tanto para el equipo escala piloto como de laboratorio
(Tabla 7), con valores de 5.59 log UFC/ml y 5.15 log UFC/mI
respectivamente; sin embargo se puede observar que existio variacion de
la poblaciéon en el equipo escala piloto, ya que presenta un mayor

crecimiento (Anexo 3_ A-3 Tabla 5).

La Norma INEN 2594 (2011), indica que el valor minimo para
Staphylococcus aureus son valores menores a 2.0 log UFC/ml y el valor
maximo 2.0 log UFC/ml, lo que indica que estos valores no cumplen con
lo establecido, y por lo tanto el suero de leche, no podria ser utilizado
para el procesamiento de queso. En el estudio realizado por Batista
(2011), acerca de la caracterizaciéon fisicoquimica y microbiolégica del
suero costefio, se obtuvieron valores entre 2.60 y 2.95 log UFC/ml lo que
indica que estos valores de recuento, son altos pues establece valores
mayores a 2.0 log UFC/ml, razén por la cual, se puede decir que el suero
de leche procedente de los diferentes tipos de quesos, contienen una
elevada carga microbiana.

Segun Chams et al. (2012); Signorini, et al. (2008), la presencia de
Staphylococcus aureus, puede ser consecuencia de malas practicas
higiénicas, en las diferentes etapas del proceso por parte de los

manipuladores. Los seres humanos son el principal transmisor de este
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microrganismo, a partir de las manos, fosas nasales y boca que son la
fuente de contaminacion. Staphylococcus aureus, es el principal
causante de las infecciones en la ubre de la vaca, ocasionando la
contaminacion de la leche; y cuando no hay un correcto tratamiento de
pasteurizacion, la carga microbiana no desaparece y la toxina se vuelve
termorresistente, provocando enfermedades e intoxicaciones alimentarias

en humanos.

El andlisis estadistico para Listeria monocytogenes, en la corriente de
alimentacion no presentd diferencias significas entre los equipos con
valores de 6.15 log UFC/ml y 6.29 log UFC/mI respectivamente (Anexo
3_A-3 Tablab).

La Norma INEN para suero de leche liquido, indica que no debe existir
presencia de Listeria monocytogenes, los datos obtenidos en la Tabla 7
no cumplen con la norma, debido a que existe crecimiento de Listeria. Lo
cual podria deberse, a que muchas veces el queso es elaborado con
leche cruda infectada durante el proceso de ordefio. Acorde a Baquero et
al. (2006); Mufioz et al. (2011), las cepas de Listeria monocytogenes, son
capaces de desarrollarse en leche y derivados lacteos que poseen, un
alto contenido de grasa principalmente en guesos frescos, debido a su

composicion, pH y constante humedad.

La presencia de Listeria monocytogenes, se da por inadecuadas
practicas de manufactura, deficiencias en la conservacion, e inadecuado
sistema de refrigeracién, durante la elaboraciéon de queso, debido a que
este microorganismo, resiste temperaturas de 9 a 31 °C, y su presencia
en alimentos puede provocar listeriosis, en los seres humanos siendo
este uno de los patégenos de alta mortalidad, en la poblacién (Baquero et
al. 2006; Mufioz et al. 2011).
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En la Tabla 7, los resultados microbiolégicos para aerobios mesofilos,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Listeria Monocytogenes del
equipo escala laboratorio para la corriente de retenido, presentaron
diferencias estadisticamente significativas (Anexo 3 _ A-3 Tabla 5) con el
equipo escala piloto. Esto se debe a que todos los microorganismos del
suero de alimentacion, fueron retenidos provocando la existencia de una
elevada carga microbiana; otro factor es el tiempo al que estuvo expuesto

el suero al medio ambiente antes y durante el proceso de microfiltracion.

En la corriente de permeado (Tabla 7), se puede observar, que no existié
presencia de microorganismos, tanto en el equipo escala piloto y
laboratorio. De acuerdo a Brito (2010), la microfiltracion retiene
microorganismos cuyo didmetro, es mayor al poro de la membrana razén
por la cual se explica que dichos microorganismos no pudieran atravesar
la misma; la microfiltracion, actlia como un proceso de pasteurizacion en

frio, que permite obtener un permeado estéril libre de contaminantes.

4.4. TINCION GRAM

En la Tabla 8, se puede observar el crecimiento de aerobios mesdéfilos en
la placa. En la coloracion Gram presentaron un color rosa y forma
bacilar, lo cual indica que son bacterias Gram negativas; corroborando

gue el crecimiento fue de aerobios mesdfilos.

En el agar TSA se observa el crecimiento de colonias de color blanco que
segun Rojas (2011), pueden tratarse de E coli. En la tincion Gram se
observa una morfologia bacilar y una tincion Gram negativa, lo que indica

gue el crecimiento fue de E. coli.
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Para Staphylococcus aureus, se observa el crecimiento de colonias
blancas en el medio selectivo utilizado; mientras que para tincion Gram
presentaron una coloracion azul y violeta correspondiente a bacterias
Gram positivas con forma de cocos. Con esto se corrobora la presencia

de estos microorganismos.

Al analizar la Tabla 8, se observa que existe presencia de Lysteria
monocytogenes, debido a la coloracion de colonias, verdosas brillantes,
mientras que el color de la tincion Gram de las diferentes muestras,

indican un color violeta
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Tabla 8. Tincidbn Gram Bacterias Gram positivas y Gram negativas

Aerobios mesofilos

Tincién Gram

Alimentacién Retenido

Escherichia coli

Alimentacion Retenido

Continuacion....
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Continuacion....

Staphylococcus aureus

Alimentacién

Retenido

Listeria monocytogenes

Alimentacién

Retenido
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

En la caracterizacion inicial de lactosuero, utilizado en el equipo
escala piloto y escala laboratorio, se determin6 que los valores
obtenidos cumplen con los parametros establecidos en la norma INEN
2594 (2011) para los pardmetros de calidad: porcentaje de Lactosa,
maximo permitido de 5.0 %, para proteina minimo 0.8 %, para grasa
lactea un méaximo de 0.3 %, para acidez titulable, un maximo

permitido de 0.16 % y el pH minimo de 6.8.

En el andlisis microbioldgico de suero de queso fresco, se determiné
crecimiento bacteriano alto para Aerobios mesofilos. Escherichia Coli,
S. aureus y Listeria monocytogenes, superando los valores maximos
establecidos en la Norma INEN 2594 (2011), es decir que el suero de

queso fresco, no puede ser utilizado para un posterior proceso.

El experimento realizado en el equipo escala piloto a 1.5 Bar de
presion, alcanzé un flujo transmembrana de 115.2 I/h.m?, en un
tiempo de 16 min, mayor al flujo transmembrana obtenido en el
equipo escala laboratorio que fue de 35.40 I/h.m? en un tiempo de 5
horas, esto sugiere que la microfiltracion en el equipo escala piloto es
mejor debido a que el rendimiento del proceso fue mayor ya que
presento un factor de retencion volumétrico de 4.53 a diferencia del

equipo escala laboratorio que fue de 1.80.

Con respecto a las caracteristicas fisicoquimicas en el equipo escala
piloto y laboratorio se determind que en el permeado no existid

presencia de grasa debido a que los glébulos de grasa fueron
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retenidos y no lograron atravesar las membranas, mientras que las
particulas de proteina y lactosa atravesaron facilmente las
membranas por presentar un diametro menor al poro de la membrana
y se distribuyeron en las corrientes de retenido y permeado , el pH
en las corrientes de alimentacibn permeado y retenido fueron

similares y no presentaron diferencias significativas.

Los valores de acidez obtenidos en el equipo escala piloto y
laboratorio fueron similares a diferencia de la corriente de retenido
que fue mayor en el equipo escala piloto, la densidad en la corriente
de permeado en los dos equipos fue menor debido a que la densidad

esta directamente relacionada con el porcentaje de grasa.
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5.2. RECOMENDACIONES

Realizar estudios, para comprobar si el retenido obtenido del proceso
de microfiltracion tangencial, puede ser reutilizado, para la

elaboracion de otro tipo de productos.

Estudiar la obtencion de nuevos productos bajos en calorias con el
permeado del suero de leche microfiltrado, debido a su inocuidad y la

ausencia de grasa.
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ANEXOS

ANEXO |
ANALISIS MICROBIOLOGICOS

c) d)

Figura A.1. Analisis microbiolégicos. a) Preparacion de medios de cultivo. b)
Siembra en placa en superficie. ¢) Incubacion de microorganismos. d)
Recuento de microorganismos
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ANEXO 1l
DESCRIPCION DEL EQUIPO

El equipo de microfiltracion tangencial posee una tuberia sanitaria de
acero inoxidable con tomas para mangueras, valvulas tipo mariposa y
dos entradas para mandmetros y una para un termémetro. El médulo de
refrigeracion esta constituido por una tuberia de enfriamiento por el cual
circula el agua. Posee dos bombas, una bomba centrifuga de acero
inoxidable (1.5 HP) que ayuda al trabajo del sistema y una bomba
neumdtica que junto a un compresor de aire funciona como un pulmén
permitiendo que el fluido de alimentacién ingrese al equipo. En la Figura

A.1 se muestra el equipo de microfiltracion.

Vélvula
superior

Termometro m A @ Manémetro
| I
—— 1
Toma de
manguera de {H—f
refrigeracion Tapon para
HH limpieza
Membrana TT]
ceramica

Bomba
Neumdtica

Tubo
refrigerante

Manémetro

Tanque de

Valvula de Alimentacion

[ Filtro de aceite salida de

permeado
[ | r/_‘\

_&I e ‘M Mell’o

Valvula de salida
del retenido

Bomba
Centrifuga % HP

Figura A.2. Esquema del equipo de microfiltracion tangencial
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ANEXO I

TABLAS DE DATOS

A-3 Tabla 1. Microfiltracion Tangencial a 1.5 bar, equipo escala laboratorio

Mediciones Iniciales

Medicion de flujo transmembrana

muestra tiempo (min) Presién Trabajo tiempo (min) tiempo (s) volumen de flujo permeado Flujo Flujo
(Entrada) (Bar) permeado (ml) (ml/s) Transmembrana Transmembrana
(ml/s.m2) (I/lh.m2)

1 0
2 10 15 2,0 120,00 5,90 0,05 9,83 35,40
3 20 15 2,0 120,00 4,00 0,03 6,67 24,00
4 30 15 2,0 120,00 3,80 0,03 6,33 22,80
5 40 15 2,0 120,00 3,60 0,03 6,00 21,60
6 50 15 2,0 120,00 3,60 0,03 6,00 21,60
7 60 15 2,0 120,00 3,60 0,03 6,00 21,60
8 70 15 2,0 120,00 3,30 0,03 5,50 19,80
9 80 15 2,0 120,00 2,90 0,02 4,83 17,40
10 90 15 2,0 120,00 2,90 0,02 4,83 17,40
11 100 15 2,0 120,00 2,90 0,02 4,83 17,40
12 110 15 2,0 120,00 2,70 0,02 4,50 16,20
13 120 15 2,0 120,00 2,70 0,02 4,50 16,20
14 130 15 2,0 120,00 2,65 0,02 4,42 15,90
15 140 1,5 2,0 120,00 2,65 0,02 4,42 15,90
16 150 15 2,0 120,00 2,55 0,02 4,25 15,30
17 160 1,5 2,0 120,00 2,55 0,02 4,25 15,30
18 170 1,5 2,0 120,00 2,55 0,02 4,25 15,30
19 180 15 2,0 120,00 2,45 0,02 4,08 14,70
20 190 1,5 2,0 120,00 2,40 0,02 4,00 14,40
21 200 15 2,0 120,00 2,40 0,02 4,00 14,40
22 210 15 2,0 120,00 2,35 0,02 3,92 14,10
23 220 1,5 2,0 120,00 2,35 0,02 3,92 14,10
24 230 15 2,0 120,00 2,30 0,02 3,83 13,80
25 240 1,5 2,0 120,00 2,25 0,02 3,75 13,50
26 250 1,5 2,0 120,00 2,20 0,02 3,67 13,20
27 260 15 2,0 120,00 2,20 0,02 3,67 13.20
28 270 15 2,0 120,00 2,20 0,02 3,67 13.20
29 280 15 2,0 120,00 2,10 0,02 3,50 12,60
30 290 15 2,0 120,00 2,00 0,02 3,33 12,00
31 300 15 2,0 120,00 2,00 0,02 3,33 12,00
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A-3 Tabla 2. Microfiltracion tangencial a 1.5 bar, equipo escala Piloto

Mediciones Iniciales

Medicion de flujo transmembrana

muestra tiempo (min) Presion tiempo (s) volumen de flujo Flujo Flujo
Trabajo permeado (ml) volumétrico Transmembrana Transmembrana
(Salida) (ml/s) (ml/s.m2) JP (I/h.m2)
(Bar)

1 0
2 1 15 16,9 195,00 11,52 32,00 115,21
3 2 15 18,0 200,00 11,13 30,91 111,27
4 3 15 23,8 259,00 10,89 30,24 108,87
5 4 15 22,3 243,00 10,89 30,26 108,92
6 5 15 21,5 232,00 10,80 30,00 108,01
7 6 15 22,7 246,00 10,85 30,14 108,49
8 7 15 31,8 330,00 10,37 28,80 103,68
9 8 15 26,1 251,00 9,60 26,67 96,02
10 9 15 21,3 202,00 9,49 26,36 94,88
11 10 15 17,8 177,00 9,95 27,63 99,47
12 11 15 26,2 264,00 10,09 28,04 100,94
13 12 15 21,4 224,00 10,48 29,12 104,84
14 13 15 22,1 214,00 9,68 26,89 96,81
15 14 15 17,1 159,00 9,30 25,83 92,98
16 15 15 25,9 263,50 10,16 28,22 101,58
17 16 15 21,0 188,00 8,97 24,93 89,74
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A-3 Tabla 3. Factor de Reduccién Volumétrico a 1.5 Bar, equipo escala

piloto
tiempo Volumen Flujo Factor de
(min) total Transmembrana | Reduccion
permeado JP (I/h.m2) volumétrica
(L) (FRV)
0
1
2
3
4 6,00 108,01 1,55
5 6,34
6 6,81 103,68 1,67
7 7,18
8 7,43
9 8,93 99,47 2,11
10 9,37
11 9,74
12 10,11 96,81 2,47
13 10,38
14 10,71
15 13,25 89,74 4,53
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A-3 Tabla 4. Factor de Reduccién Volumétrico a 1.5 Bar, equipo escala
laboratorio

tiempo Flujo Factor de
(min) Transmembrana | Reduccion

(I’/h.m2) volumétrica

(FRV)

10 35,40 1,0
20
30
40
50
60
70 17,40 1,2
80
90
100
110
120
130 15,90 1,3
140
150
160
170
180
190 14,40 15
200
210
220
230
240
250
260
270
280
290
300 12,00 1,8




A-3 Tabla5. ANOVA METODO TUKEY

Método: 95,0 HSD Tukey

Alimentacion

Tratamiento Repeticiones Media Grupos
Homogéneos
2 3 557417 X
1 3 5,94917 X
Equipo Repeticiones Media Grupos
Homogéneos

1-1 3 5.88 X
1-2 3 6.1766 X
1-3 3 5,5933 X
1-4 3 6.1466 X
2-1 3 5,19 X
2-2 3 5,66 X
2-3 3 5,1533 X
2-4 3 6,2933 X




Método: 95,0 HSD Tukey

Retenido
Tratamiento Repeticiones Media Grupos
Homogéneos
2 3 6,0325 X
1 3 5,90417 X
Equipo Repeticiones Media Grupos
Homogéneos
1-1 3 5.8466 X
1-2 3 6.1 X
1-3 3 5,5633 X
1-4 3 6.1066 X
2-1 3 6.3733 X
2-2 3 6.3133 X
2-3 3 5.83 X
2-4 3 5.6133 X




