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RESUMEN

Se construyd un nuevo prototipo funcional de biorreactor a escala acoplado a un
sistema de filtracion tangencial a bajo costo con la finalidad de separar y obtener
productos de interés biotecnoldgico (biomasa). El modelo cuenta con el acople de
un mecanismo de medicion de temperatura, absorcion de optica y presion los cuales
permiten hacer establecer el crecimiento de cultivos de microorganismos de manera
automatizada.

El desarrollo por medio de etapas de disefio vincula la continuidad de
experimentacion en crecimiento de cultivos de microorganismos (Saccharomyces
cerevisiae), la fabricacién de moldes y piezas a partir de impresion tridimensional
(3D), curado con caucho de silicona y resina poliéster. La integracion de elementos
electronicos acoplados a software para el control de condiciones y registro de
comportamiento de variables. Gracias a los preliminares en la elaboracion de piezas
para el biorreactor a escala aptas para proceso de esterilizacion y acople a sensores
electrénicos, se ejecutaron ensayos de crecimiento a partir de mediciones Opticas y
de temperatura; junto a ello se logré establecer la capacidad de filtracion dentro del
sistema a partir de la relacién de flux y presion.

Los resultados alcanzados evidencian el crecimiento dentro del biorreactor a escala
de las levaduras de manera homogénea. El sistema de presion logro establecer el
comportamiento a diferentes condiciones, con una tendencia lineal en los primeros
30 mL de muestra sin la aplicacion de tratamiento de prefiltracion y agitacion; el
mismo comportamiento lineal a los 34 mL cuando la muestra pasa por el prefiltrado
y agitacion y 28 mL de muestra cuando la membrana se lava con agua caliente
acoplando las mejoras en los ensayos. Finalmente se identifico la relacion que tiene
cada una de las condiciones de mejoras del sistema, haciendo que el sistema
cuente con las condiciones Optimas para el tratamiento de muestra y lavado de
membranas.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE
INVESTIGACION

Cada vez son mas los estudios de desarrollo en modelacion y obtencion a escala
reducida de biorreactores para analizar la actividad enzimatica o la respuesta
fisiologica celular [1], [2]. Las soluciones para la produccion a pequefia escala
muestran un rendimiento considerable, debido a la adaptacidn de mecanismos de
automatizacion que permiten la potencializacion de los productos [3]. La aplicacion
de procesos de filtracion permiten la retencidn de biomasa dentro del reactor,
facilitando el lavado del producto con la capacidad de formacién de biopeliculas en
[la membrana [4]. Las membranas de filtracién brindan una recuperacion de
particulas, que acopladas a la rapida homogeneidad de mezcla en el reactor a
escala, permite la integracion de varios sensores para realizar mediciones
dinamicas en un entorno controlado [4], [5].

La recuperacion estéril a baja escala de productos extracelulares presentes a partir
de la operacion de un biorreactor, es una propuesta para la produccion de
bioproductos con diferentes fines. Los métodos de enriquecimiento y aislamiento
aplicables que garanticen el control del volumen de muestra, pureza, velocidad,
rendimiento para suplir necesidades relacionadas a enfermedades [6]. Tal sistema
es la formulacion de obtencion de biomasa donde podria complementar o
reemplazar el paso por el equipo de centrifugacion y simultdneamente realizar el
parcial tratamiento estéril por medio de filtracion tangencial del producto con ayuda
de agitacion con barra magnética y la articulacién de una salida acoplada para la
recoleccion.

Dentro del sistema de recuperacion la adaptacion de diversos mecanismos a escala
de laboratorio permite automatizar los procesos individualmente, reduciendo
espacios lo que muestra eficiencia y agilidad para obtener a un menor costo con
precision y disponibilidad los productos, lo que podria facilitar la implementacion de
este tipo de tecnologias al desarrollo en la actual industria comercial [3].

2. JUSTIFICACION

La obtencion convencional de productos en instalaciones a gran escala y
centralizadas en un producto especifico no es adecuado en la agilidad del mismo.
Las soluciones de fabricacién a pequefia escala son potencialmente dinamicas
porque permiten acelerar el desarrollo del proceso en un menor tiempo y obtener
productos con caracteristicas comparables con referencias comerciales [3]. La
realizacion de ensayos a escala reducida son importante porque representan el
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rendimiento de un proceso logrando una caracterizacion confiable de costos y
espacios, a su vez el disefio permite la integracion de mecanismos o elementos que
permiten hacer el proceso mas controlable para garantizar resultados reproducibles
y confiables Los ensayos a escala de laboratorio poseen la ventaja de
determinacion de costos, la construccion en espacios muy reducidos, cambios y/o
adaptaciones minimas en piezas [3], [4], [7].

Los estudios de investigacion en viabilidad de biotecnologias nuevas o mejoradas,
como biorreactores, inevitablemente comienzan con ensayos a escala de
laboratorio, lo que ha determinado mejores rendimientos con respecto a reactores
a escala [8]. Por esta razon, la industria ha optado a la construccion de biorreactores
a pequefa escala que proporcionan un entorno bien definido donde es posible
monitorear y controlar adecuadamente las condiciones, mientras se recolectan
datos precisos, completos y utiles para reducir tiempo en los procesos [9].Los
biorreactores a escala pequefa o también conocidos como biorreactores miniatura
apuntan a la aceleracion en capacidad de alto rendimiento, para realizar
simultaneamente en paralelo diferentes procesos en especial cultivos celulares, por
medio de la union de varias plataformas de biorreactores existentes [10].

La fuerte demanda en procesos de alto rendimiento ha impulsado a otras areas de
la biotecnologia a emplear el uso de biorreactores a escala pequefia como es el
caso de la expresidn proteica-protedmica, ingenieria de cepas, ingenieria
metabdlica y la sintesis bioldgica [11]. Un ejemplo es el acceso la produccion de
nuevas vias metabdlicas en microorganismo empleados en la produccién
innovadora de agentes quimicos [12]. Las industrias farmacéuticas y biotecnologica
permanecen con constante presién en la reduccion de costos y desarrollo inmediato
de procesos de alto rendimiento para la innovacién y elaboracion de vacunas, los
estudios de caracterizaciéon en los procesos establecen que los rendimientos en un
biorreactor a pequefa escala son equivalentes para procesos bioldgicos industriales
para la produccién terapéutica de proteinas y anticuerpos monoclonales empleados
en cultivos celulares dando como resultados productos biofarmacéuticos de calidad
[3], [13], [14]. EI desarrollo de un biorreactor a escala de laboratorio, seria una
alternativa de reduccion masiva de costos, evitando el uso de equipos comerciales
de alto costo (centrifuga refrigerada de alto rendimiento) la preparacién medios y/o
condiciones de almacenamiento o conservacion del producto de interés.

Los productos biotecnoldgicos (sustancias quimicas, combustibles y farmacos, etc.)
estdan inmersos a distintos tratamientos los cuales demandan considerables
recursos hidricos lo que ha llevado a implementar tecnologias de filtracion, los
cuales han demostrado caracteristicas en menor ocupacion, calidad de producto y
opcidon de automatizacién, por la retencion completa de microorganismos y/o
remanentes, mejorando en gran medida la bioseguridad [15] [16]. La aplicacion de
tecnologias de filtracién, en especial la filtracion de flujo cruzado en aguas
residuales evidencia la eliminacion completa de solidos suspendidos, la eliminacién
de materia organica y la reduccion del ensuciamiento de la membrana [17] [18]. Al
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restringir el espacio fisico de las moléculas, el uso continuo hace posible la
reutilizacion de la membrana evitando pérdidas por el lavado dentro del biorreactor
[19].

El desarrollo de un sistema de recuperacion a un biorreactor a escala pequeia es
una alternativa de interés en el procesamiento de datos, obtencion precisa de
productos, reutilizacion de éstos y la adaptacién de diferentes mecanismos que
significan una reduccion amplia en costo y tiempo, representando una alternativa de
innovacién en produccion.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un sistema de recuperacion de biomasa a escala de laboratorio
mediante filtracion tangencial

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefar las partes y piezas del sistema de recuperacion de biomasa a escala
de laboratorio a partir de materiales de bajo costo.

2. Construir el sistema de recuperacion de biomasa a escala de laboratorio.

3. Evaluar las condiciones de funcionamiento del sistema de recuperacion de
biomasa a escala de laboratorio.
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4. MARCO CONCEPTUAL

4.1. BIORREACTOR

El biorreactor es un recipiente en el que se lleva a cabo una reaccion
biolégica cultivando de forma controlada un microorganismo para la
produccion de biomasa, y/o producto; o en algunos casos hacer una reaccién
especifico [20], [21]. El biorreactor es el corazéon de cualquier proceso
bioquimico, ya que proporciona un entorno controlado para lograr un
crecimiento optimo y/o la formacion del producto en el sistema celular
particular empleado [22].

4.1.1. Tipos de operacién de biorreactores

El modo de operacion de los biorreactores es usado de acuerdo a la
configuracion de las condiciones, siendo clasificados en tres tipos (I)
procesos de lote, (II) continuos y (1) semicontinuos (Tabla 1.) [23], [24].

4.1.1.1. Proceso por lote o batch

El proceso por lote o batch (por sus siglas en inglés) se reconocen por ser
sistemas parcialmente cerrados donde la mayoria de materiales
necesarios se adiciona asépticamente y se eliminan al final de la
operacion. En un bioproceso por lotes, el unico material agregado y
eliminado durante su operacion es el intercambio aire/gas,
antiespumantes y agentes que controlan el pH [23], [25] .

4.1.1.2. Proceso continuo

El proceso continuo tiene una posibilidad de lograr alta productividad con
cepas que tienen una tasa de crecimiento alto maximo especifico,
pudiendo ser operado en una o varias etapas [26].En la operacién del
biorreactor el medio fresco es afadido continuamente y los productos
junto con el cultivo se eliminan a la misma velocidad, manteniendo asi
concentraciones constantes de nutrientes [24], [27].

4.1.1.3. Proceso semicontinuo o fed-batch

Un proceso semicontinuo o fed-batch (por sus siglas en inglés) emplea
los nutrientes necesarios para el crecimiento celular y la formacién del
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producto con la adicién de la alimentacion de manera intermitente o
continua a través de uno o mas flujos de alimentacién durante el curso de
operacion del biorreactor [28].

Tabla 1. Comparacion entre los modos de operacién de los biorreactores [24].

MODO DE OPERACION

Lote o batch

Continuo

batch

VENTAJAS

Uso de equipos simples
adecuados para
pequefos volumenes de
produccion y obtencidn
flexible de  distintos
productos.

Alta productividad en
optimas condiciones del
producto, debido al

DESVENTAJAS
Tiempo de inactividad
para limpieza y adicion de
alimento, lo que hace que

se cambien las
condiciones del
biorreactor.

Requiere el control

permanente del flujo y el
tiempo de utilidad del

manejo constante de los catalizador como agente
parametros; facilitando el necesario en la
estudio de estabilidad de los
comportamiento cinético. microorganismos.
Control para el ajuste de Necesita alimentacion
los parametros de permanente bajo
Semicontinuo o Fed- funcion, permitiendo la temperatura y
formacion o induccién del concentracion de sustrato
producto. constante.

4.2. BIORREACTORES A PEQUENA ESCALA

Los biorreactores escala pequena o microbiorreactores (MBR) han surgido
como herramientas novedosas para el desarrollo temprano de bioprocesos
[29]. La optimizacion rapida de bioproductos, se debe a la importancia del
rendimiento del disefio del bioproceso. El disefio y metodologias a desarrollar
incluyen biorreactores a escala de laboratorio para evitar limitaciones en
resultados [30]. La necesidad de llevar un gran numero de desarrollos y
mantener sus condiciones como el pH, el proceso de alimentacion y
monitorear distintas etapas de la linea de funcionamiento se han demostrado
principalmente en cultivos de bacterias como E. coli o levaduras como
Saccharomyces cerevisae [30], [31].

Los pequefos volumenes de microbiorreactores resultan en menor consumo
de medios y menores costos de instalacion, en particular al establecer la
potencial de interaccion [31]. El manejo de volumenes a escala de mililitros
permite la construccidn de biorreactores de mesa para la produccion rapida
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y conmutable de productos, logrando muestras seleccionables en menos de
24 horas. La combinacidon de este sistema con tecnologias analiticas y de
purificacion podria conducir a plataformas de biofabricacién personal, a
escala, portatil y totalmente integrada [32].La biofabricacion depende de la
naturaleza de la unidad de operaciones y su integracion en el sistema final;
por lo tanto, es apropiado proporcionar una definicién funcional del término
“operacién continua de la unidad” [33]. Una unidad de operacioén es continua
si es capaz de procesar una entrada de flujo continuo durante periodos
prolongados de tiempo teniendo un tiempo de retencion interno minimo, la
salida puede ser continua o discretizada en pequeinos paquetes de productos
de manera ciclica. El procesamiento continuo es un campo técnico rico que
abarca varios conceptos, como flujo, enfoque de sistemas de integraciéon y
control basado en modelos [33].

La demanda de produccion de bioproductos (en especial farmacos), es
bastante complejo y requiere de un trabajo de desarrollo adecuado; por lo
general este tipo de procesos son costosos y requieren mucho trabajo con
una cantidad de limitante [34], [35]. Los biorreactores a pequefia escala y las
plataforma de alto rendimiento se estan convirtiendo en una solucién
atractiva y un reemplazo para las placas de microtitulacion existentes, los
matraces agitados y los biorreactores a escala de banco [35]. Las soluciones
para la fabricacion a pequefa escala son potencialmente agiles, debido a la
reduccion de en el numero de operaciones unitarias, lo que permite evaluar
de manera instantanea las condiciones del sistema. [3], [36].

El INSCyT (Integrated Scalable Cyto-Technology) es un ejemplo de sistema
el cual cuenta con un biorreactor de sobremesa de sub litro el cual esta
acoplado con sensores en la entrada y salida para el control del flujo, pH,
temperatura y velocidad de oxigeno disuelto (OD). El tamafo y la adaptacion
de sensores facilita el control del pH con respecto a la linea de fluido del
cultivo celular y asi procesar directamente sin tanques de retencion
intermedios [3]. Un ejemplo que en la actualidad la fabricacion de
medicamentos especificos en corto tiempo y un bajo costo.

4.3. FILTRACION TANGENCIAL

La filtracion de tangencial o filtracion de flujo cruzado (CFF su siglas en inglés
Cross Flow Filtration), surge a partir de las 6smosis inversas como necesidad
de minimizar la formacion de tortas sobre la superficie de la membrana, para
reducir la suciedad y maximizar la utilidad de la membrana [37], [38]. Los
dispositivos de filtracion tangencial consisten en un tubo de muestra central
con una capa de membrana en la pared interna del canal, la muestra de
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estudio se hace circular mediante una bomba a lo largo del tubo y el
permeado, que contiene la solucién con solutos, se recoge a través de la
membrana (Figura 1.)

Corriente de . - ’ , Flujo

alimentacion retenido
Filtrado
(A)
Corriente de o’ > > > g > R Flujo
alimentacién 1 : : _ SiSElesss’ otenido

Filtrado
(B)

Figura 1. Esquema general de representacion de filtracién tangencial (A) Paso por un
filtro de membrana (B) Paso por una membrana tubular

Este proceso requiere aplicar una presion superior a la del permeado, junto
con una velocidad de fluido lo suficientemente alta para reducir la
acumulacion de soluto en la membrana y evitar incrustaciones [39], [40].La
CFF tiene como objetivo mejorar la estabilidad del flujo y el rechazo aplicando
fuerzas de cizallamiento en la superficie de la membrana, a través de un flujo
de alimentacién a lo largo de la membrana [41].

La CFF con membranas se ha convertido en una técnica para clarificar caldos
de cultivos de bioprocesos. Una de las particularidades de la CFF, es el
control de la presion transmembranal, bien durante su arranque, porque
rapidamente crea una capa de ensuciamiento, lo que resulta en una caida
del flujo a una fraccién de su valor inicial [42].

En la CFF, la corriente de entrada se divide en dos flujos denominados
comunmente filtrado (o permeado) y retenido (o concentrado). El permeado
es la fraccion que ha pasado la membran, mientras que el retenido
corresponde a la fraccidn enriquecida con la fraccion que no atravesé la
membrana. La desventaja en la aplicacion de CFF es el alto consumo de
energia, ya que se emplean caudales considerables de muestras, que puede
generar un calentamiento no deseado en el liquido [43].

La CFF es usada para la recuperacion de macromoléculas que acopladas a
la microfiltracion (MF) permite filtrar suspensiones coloidales o particulas con
tamano que varia de 0,02 a aproximadamente 10 micrones. Las aplicaciones
relacionadas con la biotecnologia van desde la produccion de agua estéril,
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clarificacion de bebidas y la determinacion de concentracion de masa celular
(levadura, E. coli) [44].

4.4. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA FILTRACION
TANGENCIAL

El rendimiento de un filtro de CFF se define principalmente por su eficiencia
en la penetracion o retencién de especies deseadas y la tasa de transporte
de especies a través de la barrera de la membrana [44]. El flujo permeado
establece la relacion de volumen de flujo recolectado por unidad de tiempo y
el area de la membrana (Ecuacién 1.); este modo de operacion se rige por la
llamada ecuacién general de filtracion (Ley de Darcy) definida como:

AP —All
K- Ry

Ecuacion 1. Ecuacion general de filtracion. También conocida como Ley de Darcy

Donde J (m3/m?/s) es el flujo de filtrado, AP (Pa) la presion aplicada, All la
presion osmotica, u (Pa s) la viscosidad del solvente y R, (m™') la resistencia
hidraulica [45], [46].

La naturaleza del material del filtro de membrana es importante desde lo
operativo, mecanico, térmico y quimico, porque la estabilidad estructural
asegurara la extension de utilidad y fiabilidad del filtro (Tabla 2.). La contrasta
la influencia de las caracteristicas generales de rendimiento de un filtro de
flujo cruzado [44].

Tabla 2. Influencia de las caracteristicas de la membrana de filtracion en el rendimiento

PROPIEDAD FLUJO RETENCION INFLUENCIA

Asimetria Alto Marginal El fluo es alto
respecto a la
simetria de la
membrana

Simetria Alto Marginal Proporciona
mayor superficie
de retencion por
unidad de
volumen. Esto lo
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hace susceptible a
ensuciamiento
irreversible

Punto burbuja Marginal Alto Factor critico para
la vida util de la
membrana

Dimension de los Alto Marginal o Debe optimizarse

poros sustancial con cuidado para
proporcionar  un
alto flujo y
retencién

Distribucién de Separado Sustancial El tamafio de poro

tamano de poro estrecho a
menudo
proporciona una
eficiente
separacion

Porosidad Sustancial Marginal o Una mayor

ninguna porosidad da
como  resultado
una mayor
permeabilidad vy
paso de flujo

Hidrofdbica Marginal Puede ser El rechazo a agua

significativa es importante para
fines estériles y
separaciones
acuosas.

Hidrofilica Marginal Puede ser Proporciona

significativa humectacion,

4.41. Seleccion de membrana

dando un aumento
en el transporte de
soluciones
acuosas y
minimizando el
ensuciamiento por
sustancias
organicas.

Los componentes de un bioproceso son variados y complejos. Componentes
como macromoléculas (polisacaridos, proteinas, acidos humicos y células
microbianas) influyen em el paso general del flujo. Esto causa acumulacién
en la membrana siendo un factor dificil y complejo de manejar. Por lo tanto,
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tener en cuenta las caracteristicas de formacion de remanente en membrana
es un paso esencial para la mejora y eficiencia de la filtracién [47].

El tamafno y carga de una molécula son importantes para el uso de
membranas ya que resulta en un proceso altamente selectivo para la
retencion del producto. En CFF se tiene en cuenta el tamafo y caracteristicas
de carga de las biomoléculas. De este modo las moléculas que difieren
menos de tres veces en tamano se puede separar mediante el uso de
membranas cargadas altamente selectivas junto con la interaccion dinamica
del flujo de alimentacién [48]. Puede resultar dificil seleccionar la membrana
y el material de membrana adecuados para determinado proceso, por tanto,
es importante poseer informacion general sobre varios modulos de
membrana los cuales pueden ser utiles para realizar una seleccién [49].

La seleccion de membrana puede parecer confuso ya que se pueden usar
variedad de materiales, los cuales se proporcionan bajo una diversidad de
nombres comerciales. Sin embargo, el proceso al que vaya a usarse la
membrana y la informacién general del proceso por el cual pasara la
membrana. El primer paso es determinar el proceso preferido Osmosis
inversa, nandfiltracion, ultrafiltracion y microfiltracion (RO, NF, UF o MF),
después seleccionar el material de la membrana junto con los productos de
interés y por ultimo las resistencias quimicas que puede tener la membrana
frente a varios materiales [50].

Para aplicaciones establecidas, la eleccion del material de la membrana
puede ser complejo, y a menudo se contrasta mas de un material. Como regla
general, solo las pruebas piloto estructuradas proporcionaran los resultados
deseados frente al proceso y seleccion de membrana [50].

4.5. ENSUCIAMIENTO DE MEMBRANA

El ensuciamiento o fouling es el resultado del desgaste y perdida del
rendimiento que tienen las membranas debido a la acumulacion de
sustancias sobre la superficie externa poros. La disminucion en la capacidad
de paso de flujo por la membrana es definida como tasa de lujo, la cual es
alterada por la naturaleza del ensuciante o el mecanismo de accion [51], [52].

De acuerdo a la naturaleza se puede clasificar el agente ensuciante en:
bioldgico, organico, inorganico y material coloidal.

» Ensuciamiento biolégico. También conocido con el término

biofouling (expresién en inglés) se caracteriza por la formacion de una
pelicula bacteriana constituida por sustancias poliméricas
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extracelulares (EPS) adherida a la superficie de la membrana. Las EPS
conformadas por biomoléculas (acidos nucleicos, carbohidratos y
proteinas), interfieren en el comportamiento de la membrana alterando
la porosidad, densidad, carga y propiedades de sorcion [53].

= Ensuciamiento organico. Se integra por la presencia de sustancias de
alto peso molecular, en su mayoria cadenas lineales como acidos
flavicos y humicos; estos compuestos favorecen la nutricion de
poblaciones bacterianas que se encuentren presenten en
conglomerado [54]

» Ensuciamiento inorganico. Denominado como incrustacion o scaling
(expresion en inglés), es un efecto generado por la sobresaturacion de
una sal, ocasionando sedimentacién y formacion de cristales sélidos
que tamponan directamente los poros membranales, desencadenando
mayor precipitacion en el filtro [55].

» Ensuciamiento por material coloidal. Efecto ocasionado por lo
general por arcilla (aluminosilicatos) que no tuvieron un pretratamiento
adecuado [54].

Junto a esta categoria se encuentra la el mecanismo de accion de la
membrana o permeabilidad de la misma (Figura 2.). De acuerdo al diagrama
se detalla los tipos de ensuciamiento reversible o removible, ensuciamiento
irreversible o irremovible y ensuciamiento irrecuperable [56], [57].

Membrana nueva

Ensuciarmiento irrecuperable

iltracion Inicia ™
Lavado Fisico o |
k o @ Rm Ra  Rbp
% = d Ensuciamieno irreversible
Ensuciamiento reversible @ Floc de lodo Rm: Resistencia de membrana.
¢ irreversible ® Coloide Rbp: Resistencia de blogueo de poro.
Ra: Resistencia por adsorcion
# Soluto Re: Resistencia de formacion de torta.
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Figura 2. Diagrama de tipos de ensuciamiento y factores que intervienen en la membrana. Adaptado
(Luna H. 2014)

» Ensuciamiento reversible o removible. Es la acumulacion de
remanente de manera temporal, atribuyendo la formacion de torta, el
cual puede ser removido por lavado fisico (Rc).

» Ensuciamiento irreversible o irremovible. Es el causante del bloqueo
permanente del poro en la membrana, la limpieza se realiza mediante
lavado quimico y no lavado fisico (Rop).

= Ensuciamiento irrecuperable. Cuando el ensuciamiento es absoluto y
no puede ser removido por ningun tipo de lavado. (Ra) [56], [57]

4.6. RECUPERACION DE BIOMASA

La biomasa se ha convertido en un producto valioso en la actualidad en
diferentes industrias, lo que ha conducido a la produccion y optimizacion
masiva. La recuperacion de biomasa es un factor trascendental en la
economia mundial; sin embargo, la biomasa también es fuente de una gran
variedad de productos, materiales y combustibles [58], [59].

La recuperacion de biomasa y/o sustancias de descartes ayuda a la
reduccion de problemas ambientales, también el uso moderado de recursos
naturales [60]. Algunos microorganismos (hongos, bacterias y algas) tienen
la capacidad de emplear la biomasa como sustrato para la produccion de
nuevos productos o la captacion de biomoléculas, los cuales son importantes
en la biotecnologia e ingenieria genética para modificar la estructura y
composicién en la biomasa [61].

El potencial de la biomasa es una problematica con relevancia para las
diferentes industrias. A partir de este fendmeno diferente investigaciones han
demostrado la capacidad de diferentes microorganismos en especial las
levaduras de fragmentar y utilizar diferentes compuestos (polifenélicos) como
fuente de carbono [62]. El uso de estrategas de recuperacion y reciclaje de
biomasa son una alternativa de reduccion de costos y el impacto ambiental
de la produccion actual de biocombustibles y agentes de remocién y
absorcion de residuos [63].

Las capacidades y caracteristicas de la biomasa de levadura tienen
capacidades de adsorcion y velocidades rapidas en rangos de pH acido. La
regeneracion y biomasa puede utilizarse repetidamente con poca pérdida en
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adsorcion [64]. Debido a la intensidad del efecto invernadero en el mundo, se
estan desarrollando investigaciones para reprocesar los desechos y reducir
la contaminacion; la biomasa residual se convierte en materia prima para la
produccion de nuevos productos ya que benefician en el impacto del uso de
recursos naturales [65].

4.7. LEVADURAS COMO AGENTES DE RECUPERACION

Las levaduras son organismos unicelulares pertenecientes al reino Fungi y
se encuentran distribuidos en todo el medio natural. La especie de levadura
mas explotada y estudiada es Saccharomyces cerevisiae denominada
popularmente como “levadura de pan”. La estructura y funcionalidad de la
levadura ha proporcionado informacién del comportamiento de los eucariotas
simples, facilitando el estudio de alteraciones, enfermedades y trastornos
humanos [66], [67]

Las levaduras para su crecimiento presentan una variedad de condiciones;
son organismo aerobios y facultativamente anaerobios. Cuando se cultivan
en condiciones aerobias producen biomasa, es decir aumento masivo de
células de levadura; mientras al producirse anaerobicamente, producen
diéxido de carbono y etanol [68].

La biomasa de levadura Sacccharomyces es un producto valioso como
materia prima con diferentes usos en especial como agente detoxificante de
efluentes con metales pesados [69]. Los avances en el estudio del
comportamiento de superficie de las células de levaduras han proporcionado
el desarrollo de estrategias para la ingenieria genética, la produccién de
biocombustibles a partir de biomasa, entre otras utilidades. Una de las
ventajas de la levadura es su produccion por medio de cultivo a una alta
densidad en un medio a un bajo costo econémico [70].

4.8. CEPADE CULTIVO

4.8.1. Saccharomyces cerevisae

La “levadura del pan” u “hongo del azucar” es una cepa utilizada en diferentes
industrias en especial la alimenticia; es empleada como modelo eucaridtico,
por su facilidad de cultivo. Tiene una morfologia circular u ovoide y se
reproduce por gemacioéon. El tiempo de duplicacion es aproximadamente de
90 minutos y requiere para su crecimiento aerobio azucares, nitrégeno,
fésforo, algo de azufre y varios metales como el magnesio [71].
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La S. cerevisiae se compone de una pared celular externa gruesa integrada
por una red de beta-glucanos y una cantidad minima de quitina asociada
como capa de manoproteina. Estas propiedades de la pared permiten que la
célula de levadura se use como vehiculo de tipo de liberacion sostenida por
su eficacia en la carga de diversos materiales activos y la facilidad de
crecimiento a bajo costo [72], [73].

Las condiciones de crecimiento de S. cerevisiae esta en una temperatura de
5 a 40 °C, pero el rango 6ptimo para la presencia maxima celular esta entre
25 a 30 °C, con una tolerancia acida en una escala 4 a 6,5 de pH. Su pequefio
tamano celular y tiempo de duplicacion entre 85 a 120 minutos, permite hacer
cultivos de manera masiva y controlada. El crecimiento y fermentacion de la
levadura esta influenciado por factores como inoculacion, carbohidratos
disponibles (glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa), presion osmdtica e
hidratacion [74].
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5. METODOLOGIA

5.1. MATERIALES
5.1.1. SOFTWARE

El disefio y elaboracion conceptual de cada una de los moldes y piezas del sistema
de filtracion tangencial a escala de laboratorio fue Blender en la version 2.90, un
programa de acceso libre y en constante renovacién. El acceso remoto al cambio a
la edicion, se realizaron los acoples, soportes y adaptaciones para la instalaciéon
para sensores (Optico y presion) y circuitos electronicos (sonda de temperatura y
ventilador modificado con magneto para agitacion).

La programacion del sensor y los circuitos electréonicos se ejecuto a partir de Arduino
IDE version 1.8.13; programa que permite emitir los comandos de programacion
para el control electronico y automatico del Arduino UNO conectado al sensor
optico, sensor de presién, sonda de temperatura, ventilador y motor paso a paso. A
través de la programacioén del Arduino UNO se logré controlar y recopilar datos de
temperatura y presion dentro del prototipo.

Con el apoyo de Microsoft Excel version 19.0 se recopilaron, almacenaron y
ordenaron los datos emitidos, para su posterior analisis estadistico y elaboracion de
graficas.

5.1.2. Materias primas para el prototipo

e Caucho de silicona liquida

e Resina poliéster liquida

e Tubo de vidrio de 7.9 mm (diametro)
e Cono de ceramica microporosa

e Pivote o cono de jeringa

e Manguera de silicona de 9.8 mm

Tabla 3. Disposicion de materias primas en la elaboracion del prototipo.

BIORREACTOR SOPORTES DE SISTEMA
SENSORES FILTRACION
Caucho de + + +

silicona liquida
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Resina poliéster + + +

liquida
Tubo de vidrio + - +
Pivote o cono de + - -
jeringa
Manguera de + + +
silicona

5.1.3. Dispositivos de control y seguimiento electrénico

5.1.3.1. Sensor dptico

El sensor oOptico esta integrado por una fotorresistencia LDR (Light Dependent
Resistor) conectado a un diodo emisor de luz (Light Emitting Diode) LED de luz azul
o roja (Figura 4.), elementos que operaron a partir de la conexion y mando del
Arduino UNO, el cual emitié la sefial con la energia necesaria para encender LED a
partir de la captaciéon de luz de la fotorresistencia LDR en el tiempo. Con un valor
de 0 y 999 (0 indicador de carencia total de iluminacion y 999 a la saturacion de la
LDR).

&S 8§ 8§ 8 =

Figura 4. Fotorresistencia LDR junto a LED azul

5.1.3.2. Sensor de presién

El moédulo de presion 0 — 40 KPa (Figura 5.) acoplado dentro de un soporte en resina
que permitio estabilizar la toma de medidas de cada uno de los ensayos. El médulo
funcioné a partir de la conexién con el Arduino UNO (Figura 6.), emitiendo un dato
promedio por cada 50 milisegundo, dichos datos son almacenados y procesados en
Microsoft Excel.

31



Figura 5. Médulo de presion de 0 - 40 KPa

Con una escala de 0 a 40 KPa (0 indicativo de ausencia de presién en el sistema y
40 kPa el maximo valor soportado por el modulo).

Figura 6. Placa de Arduino UNO, estaciéon de mando y control de los circuitos electréonicos

5.1.3.3. Control digital de temperatura

El control de temperatura se usé para regular la incubacion de microorganismos, al
igual que los sensores (Optico y presidn), éste ultimo también tuvo su conexién con
el Arduino UNO. La sonda que cuenta el termostato digital que se sumergié dentro
del cultivo para graduar la temperatura deseada (Figura 7.).

Figura 7. Termostato digital W1209, controlador de temperatura
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La calibracion de la temperatura antes de la activacion del circuito fue 0,3 grados
por debajo de la temperatura ambiente y 0,2 grados arriba. Al calentar el medio de
cultivo a temperatura de 36°C, el valor minimo registrado fue de 35,7°C, temperatura
donde se encendio la termorresistencia.

5.1.3.4. Control de flujo

El flujo suministrado se realizé por medio de la bomba jeringa, equipo de la autoria
del grupo de investigacion GRESIA de la UAN (Universidad Antonio Narifio). Se
compone de un chasis impreso en PLA con un sistema de 11 pifiones, que empuja
un apoyo donde se puede ubicar una jeringa de 50 mL (Figura 8.) (el sistema de
apoyo se adapta a cualquier tamafio de jeringa) acoplado con un motor paso a paso
nema 17 — 52 N" cm (Figura 9.), éste a su vez se conecta a un tornillo que hace
posible el desplazamiento del apoyo que sostiene el embolo de la jeringa.

Figura 8. Bomba jeringa, conformado por 11 pifiones para el desplazamiento del contenido de la jeringa

El desplazamiento del apoyo de la bomba es posible gracias a un circuito electrénico
regulado por pulsadores que modifican la velocidad de rotacion del motor y asi
mismo el flujo (Figura 10.). La caja de circuito de modificacion de velocidad es
propiedad del grupo de investigacion GRESIA de la UAN, el sistema electrénico es
disefo original del ingeniero y no es de caracter comercial.
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Figura 9. Sistema de pifiones de jeringa acoplado a motor paso a paso Nema 17- 52 N

Figura 10. Circuito de control de velocidad de la bomba jeringa

5.1.3.5. Cepa de microorganismo y medio de cultivo

La cepa usada fue Saccharomyces cerevisiae, conocida comunmente como
levadura para pan o cerveza. El crecimiento (Figura 11.) se hizo en medio de mezcla
liquida entre 50 mL de agua, 40 g de levadura, 1,5 g de fertilizante triple 15 (NPK) y
40 g de sacarosa (azucar blanca).
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Figura 11. Biorreactor a escala con cultivo de levadura

Tabla 4. Proveedores de los reactivos empleados para el medio de cultivo

REACTIVO PROVEEDOR
Levadura Levapan
Fertilizante Triple 15 Anasac
Sacarosa Incauca

5.1.4. Sistema de prefiltraciéon

El sistema contd con la conexidén de un sistema prefiltracion, integrado por un cono
de ceramica microporos soportado sobre un recipiente para la recuperacion de
muestra. El cono ceramico microporoso es un dispositivo de riego automatico para
plantas comercial y facil acceso con un diametro de 3 cm en la entrada de muestra
(parte superior) y 1 cm de diametro en de salida (parte inferior).

Figura 12. Sistema de preéfiltracién. (A) Cono ceramico poroso sobre recipiente de recoleccion. (B) Vista
superior de empaque del cono ceramico. (C) Cono ceramico microporoso
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La altura total del cono ceramico es de 7 cm. El cono cuenta con un empaque
soporte en PVC que permite mantener suspendido el cono ceramico o incrustarlo,
el empaque tiene un diametro de 4 cm y una altura de 4,5 cm (Figura 12.).

El producto del cono ceramico fue recopilado en un recipiente de polipropileno con
un diametro total de 4,5 cm y una altura de 9,5 cm. El empaque del filtro ceramico
se ajusto al borde del recipiente para recolectar la muestra. Las muestras con la
cepa de interés se obtenian desde el cultivo hecho en el biorreactor, el volumen
extraido por medio de la jeringa fue de 50 mL y transferido directamente al sistema
de prefiltrado (Diagrama 1.).

| |
I [
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Preparacion de Toma de muestra de Prefiltrado con
cultivo culfivo Filtro ceramico

Diagrama 1. Paso de muestra por sistema de prefiltrado antes de ingresar a la caja de filtracion tangencial

5.1.5. Caja de filtracion tangencial

La caja de filtracion tangencial se compone por piezas en resinas, un agitador
magnético y ventilador (Figura 13.). Cada una de las piezas del equipo, se
obtuvieron a partir del disefio en el software libre Blender e impresas en 3D en PLA
(Polylactic Acid) y posteriormente sobre éstas se sirvié el caucho siliconado. Sobre
los moldes siliconados se aplicd vaselina y coloco recortes de acetato para la
adicidon de resina poliéster y facilitar el desmolde de piezas para ensayo.
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Figura 13. Piezas de la caja de filtracion tangencial. (A) Vista superior de la caja de filtracién tangencial con
magneto de agitacion. (B) Ventilador con magneto. (C) Vista frontal de la caja de filtracién tangencial acoplado
con ventilador

Los moldes en caucho siliconado se elaboraron al pesar el caucho en balanza
(Figura 14.). A partir de la cantidad de caucho se agrega el catalizador manteniendo
una relacion de 6% de catalizador por el peso total de caucho (120 g de caucho
siliconado uso 7,2 g de catalizador) (Diagrama 2.)

Caucho Balanza para Adicién de Homogenizar Servir en Curado por
siliconado pesar caucho catalizador (6%) mezcla molde de 24 horas
peso total de PLA

Diagrama 2. Preparacion de moldes en caucho siliconado

La constante agitacion para homogenizar la mezcla es importante para evitar la
formacion de burbujas que interfieren en zonas huecas en el molde. Los moldes en
caucho siliconado tienen una durabilidad y resistencia térmica entre los 100 y 300
°C [75].

Figura 14. Moldes de caja de filtracion tangencial en caucho y sus respectivas bases de PLA
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La mezcla se sirvio sobre el molde en PLA a temperatura ambiente, sobre cada una
de los moldes se colocd un objeto de mayor peso para mantener el esparcimiento
de la mezcla equitativa y las piezas removibles mantuvieran su posicién original
(Figura 15.). Transcurrido las 24 horas se desmonta el molde del producto y éste
ultimo es el médulo para la resina.

La resina poliéster al igual que el caucho siliconado, es activado con un catalizador
y también debe ser pesado para adicionar la cantidad correspondiente de
catalizador respecto a la resina; de acuerdo a la masa de resina se adiciona el 3%
en masa de catalizador para su curado (Diagrama 3.). La mezcla se homogeniza
con agitacién constante evitando la formacién de burbujas (las burbujas son la
apertura de poros en las piezas).

Resina Balanza para Adicion de Homogenizar Adicidn de Servir en
Poliéster pesar resina catalizador (3%) mezcla vaselina en molde molde de
peso total de caucho caucho

Curado por
24 horas

Diagrama 3. Obtencién de piezas de caja de filtracién en resina poliéster

La resina fue servida sobre el molde de caucho para evitar la adhesién de ésta sobre
otro tipo de material y superficie. La coloracién de la mezcla (un tono oscuro o
ambar) fue indicativo para ir sirviendo sobre el molde de caucho. El contacto entre
el molde de caucho y la mezcla durante el tiempo de curado libera calor. Para el
desmolde de la pieza en resina, previo a hacer servida y curada, se adiciona sobre
todo el molde de caucho vaselina, con el fin de retirar con facilidad el molde en
caucho y tener la pieza en resina.

Figura 15. Piezas de la caja de filtracién tangencial. (A) Soporte de fijacion del médulo de presion. (B) Vista
lateral de la tapa con rendija y caja de filtracién tangencial con entrada habilitada. (C) Vista superior de caja de
filtracion tangencial
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5.2. DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO DE LOS
SENSORES DE MEDICION OPTICA Y PRESION.

El comportamiento de los sensores de estimo a partir de los manuales desarrollados
dentro del software de Arduino UNO. Las medidas permiten establecer que el
crecimiento poblacional del cultivo y la presion del sistema los datos obtenidos
aumentan, por lo cual hay una relacion directa.

5.2.1. Calibracion del sensor de presion.

El mdédulo de presion estuvo conectado al circuito de Arduino UNO, al igual que el
sensor optico hizo las veces de emisor y receptor. Por medio de un volumen de 10
mL (entre 40 mL y 30 mL se hicieron todos los ensayos) de aire en la jeringa y con
ayuda de la bomba jeringa el volumen se fue desplazando con el propdsito de
mantener a una velocidad constante (Diagrama 4.). Se presento el punto donde la
bomba jeringa entre los 4 a 2 mL restantes de la transferencia de aire la velocidad
no se mantenia constante a razon de la pérdida de fuerza de empuje y finalmente
el sensor alcanzé su saturacion indicando el valor maximo de presion.

Bomba Jeringa Sensor de presion

/

Jeringa de 50 mL

N
e i

Tema de muesira
de aire (10 mL)

Medicion de presion
de la muestra

Pazo de muestra por
bomba jeringa

Diagrama 4. Ensayo de calibracién de sensor de presion

El acople de entrada al soporte del sensor de presion estaba conectado por medio
de una manguera siliconada de 9,3 mm, donde la fuerza ejercida por el embolo para
desplazar el aire, datos que iba captando el médulo de presién (Figura 16.). El
intervalo seleccionado de muestra fue entre 30 y 40 mL, con la finalidad de
establecer si en algun momento al retornar el montaje al estado original el émbolo
de la jeringa llegaba a ubicarse por encima de los 40 mL hasta los 50 mL.
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Figura 16. Montaje de calibracién de sensor de presion

El ensayo se repiti6 4 veces., recopilando un total de 960 datos durante 6000
segundos. El sensor de presion por cada ensayo tardé 1500 recopilando 240 datos.
A partir de los datos emitidos por el sensor y el volumen desplazado en la jeringa
se establecio por medio de la ecuacion de gases ideales (Ecuacion 2.) el punto de
referencia de medicion del modulo.

PV = nRT

Ecuacioén 2. Ecuacion de gases ideales

Donde P (KPa) es la presién a calcular, V (mL) volumen de aire, n (moles) numero
de moles del aire y T (K) temperatura en las que se encuentra el aire. Para cada
uno de los ensayos se determind que el numero de moles y la temperatura son
constantes (Ecuacion 3. y Ecuacion 4.). El comportamiento del ensayo respecto a
las condiciones atmosféricas en Bogota, llevo a determinar los valores referentes
del médulo sensor medidos.

P1V1 = anTl

Ecuacion 3 Ecuacion de gases ideales para el comportamiento de a condiciones ideales en Bogota

P2V2 = anTZ

Ecuacion 4. Ecuacion de gases ideales para el comportamiento de los ensayos respecto al modulo de presion

Al igualar las ecuaciones 3 y 4, teniendo en cuenta que el n,R y T son constantes
se obtiene la ecuacion de Boyle (Ecuacion 5.)

P1V1 = anTl
PZVZ = anTZ
PV, =PV,
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Ecuacion 5. Ecuacion simplificada del comportamiento de la presion del aire en cada ensayo, ecuacion conocida
como la Ley de Boyle

Donde P; (KPa) es la presion atmosférica de Bogota, V; (mL) volumen de aire a
condiciones atmosférica de Bogota, V, (mL) es el volumen de aire seleccionado para
los ensayos. Al establecer la relacion de comportamiento P, (KPa) se convierte en
la presion medida por el sensor (Ecuacion 6.).

Pl'[/l
2 V
2

Ecuacion 6. Determinacion de la presion emitida por el médulo de presion

Los valores para cada uno de las variables de la ecuacién fueron:

P, = 74,660 (KPa) Presion atmosférica de Bogota

V1 = 61,991 (mL) Volumen de aire empleado a condiciones atmosférica de Bogota
V, = 61,949 (mL) Volumen de aire desplazado por la jeringa en medio del ensayo

El volumen de aire empleado a condiciones atmosférica se le adicioné el volumen
del soporte del sensor de presion, lo que indica el volumen inicial de muestra son
los 40 mL empleados en el ensayo mas el volumen del cilindro de conexion entre el
sensor y la caja de filtracion tangencial. El soporte con una (h) altura de 7 cm y (r)
radio de 1 cm, arrojo un volumen de 21,991 mL (Ecuacion 7.).

v = whr?

Ecuacion 7. Volumen de un cilindro

v = (7 cm)(1 cm)?
v = 21,991 cm?
v=21,99mL

Con los datos obtenidos en los ensayos de calibracion se uso la (Ecuacion 8.).
Obteniendo como punto de partida el valor de 74,710 KPa (como se muestra en el
ejemplo de la ecuacién
P, -V,
Pz — 1 1
£
_ 74,660 (KPa) - 61,991(mL)
2 61,949 (mk)

41



P, = 74,710 KPa

Ecuacion 8. Determinacion de la presiéon emitida por el médulo de presion al haberse desplazado 0,170 mL de
volumen de aire

5.3. CONSTRUCCION DEL SISTEMA

5.3.1. Diseio conceptual

La elaboracion de un sistema de recuperacion de biomasa a partir de un biorreactor
tipo airlift. A través de la consulta de publicaciones y trabajos similares, realizo el
disefio del sistema de recuperacion; las piezas que forman parte del sistema
estuvieron sujetas de acuerdo a la capacidad maxima en volumen del biorreactor
(250 mL). También se tuvo en cuenta el tamafio del tipo de membrana (membrana
de éster de celulosa de 47 mm de didmetro por 0,45 nm) y del agitador magnético
(barra de agitacion de 8 x 20 mm diametro - longitud) piezas de la caja de filtracién.
La funcionalidad de este prototipo esta soportadas por pruebas de resistencia a los
procesos de esterilizacion, estabilidad de medicion 6ptica y ensayos de crecimiento
[76].

5.3.2. Digitalizacion de piezas

Las piezas del sistema se disenaron en formato digital con el apoyo del software de
libre descarga Blender. Con el apoyo del software se construyé la caja de filtracidon
tangencial, identificando cada uno de sus componentes, teniendo en cuenta su
morfologia y dimensiones.

5.3.3. Produccion de piezas

El modelo de biorreactor fue aportado por investigaciones y ensayos previos del
grupo de investigacion GRESIA de la UAN, los recipientes contenedores para el
crecimiento de los cultivos son en polipropileno. En la parta superior de la tapa se
encuentra una entrada para la extraccion de muestra, la cual cuenta con un tapén
de caucho siliconado que sirve como cubierta; hacia uno de los laterales del
recipiente tiene dos acoples en acero inoxidable protegidos con caucho siliconado
e interconectados por el exterior del recipiente con un tubo de vidrio de 4,5 cm de
largo y 0,6 cm de radio. Por medio del codo de vidrio se realizé la lectura de
densidad éptica, para establecer el crecimiento celular (Figura 17.).
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Figura 17. Recipiente de polipropileno con codo en caucho siliconado y tubo de vidrio. Junto a tapa con empaque
de proteccion en caucho siliconado empleado como biorreactor.

Las piezas de la caja de filtracidbn tangencial son originales del grupo de
investigacion GRESIA de la UAN, impresas en PLA y posteriormente cubiertas con
caucho siliconado, para servir sobre estas la resina poliéster y lograr las piezas
(Figura 18.).

Figura 18. Piezas de caja de filtraciéon en PLA: (A) Soporte de entrada chasis externo de la caja de filtracion
tangencial. (B) Acople y soporte de membrana con rendija para la caja de filtracion tangencial

Cada una de las piezas en caucho de silicona se elaboraron con el apoyo de balanza
para lograr adicionar la cantidad proporcional de caucho de silicona y catalizador
para el curado de las piezas; la relacion de peso de catalizador corresponde al 6%
de valor pesado en caucho siliconado (Figura 19.). La mezcla entre el reactivo y
catalizador se hace homogénea en constante agitacién, evitando la formacion
(interferente en el curado del caucho)

La mezcla se sirve sobre el molde en PLA y a temperatura ambiente se dejo
secando por un tiempo de 24 horas. Transcurrido las 24 horas se desmonto el molde
del producto y éste ultimo se usé para servir la resina poliéster.
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La resina poliéster al igual que el caucho siliconado, es activado con un catalizador
y también debe ser pesado para adicionar la cantidad correspondiente de
catalizador respecto a la resina; de acuerdo a la masa de resina se adiciona el 3%
en masa de catalizador para su curado (Figura 20.). La mezcla se homogeniza con
agitacion constante evitando la formacion de burbujas (las burbujas son la apertura
de poros en las piezas).

Figura 19. Moldes en caucho de caja de filtracién tangencial. (A) Vista superior de caja completa de filtracion
tangencial. (B) Acople de roscado para rendija de la caja de filtracién junto al cajon de procesamiento de muestra

Para el desmolde de la pieza en resina, previo a hacer servida y curada, se adiciona
sobre todo el molde de caucho vaselina, con el fin de retirar con facilidad el molde
en caucho y tener la pieza en resina.

Figura 20. Resultado de pieza en resina servida en molde de caucho

5.4. OPERACION DEL SISTEMA

La operacion del sistema se conformd por 2 partes:
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1. Acople de manera aislada o independiente, correspondiente a la
filtracion con filtro ceramico. Esta parte denominada prefiltrado.
2. Caja de filtracion tangencial y agitacion constante.

El prefiltrado se empleé de manera alterna de acuerdo a las condiciones de cada
ensayo.

5.4.1. Ensayos preliminares

Establecidos la calibracién de los sensores y el ensamble de todo el sistema de
filtracion se realizaron pruebas con agua de la llave y agua estéril, con el fin de
identificar algun tipo de falla. En cada uno de los ensayos se emplearon membranas
nuevas, las cuales después de uso se sometieron a proceso de retrolavado, el total
de retrolavados por cada membrana fue de 3 con 2 réplicas en total para cada
ensayo (Diagrama 5.).

Sensor do prasion
Membrana

|_ Bomba Jeringa
Caja de filtracion
/ tangencial \
— L |
Medicion de presion
Toma de muestra de Filtrado tangencial de la muestra
Agua de la llave Pase de muestra por sin agitacian

bomba jeringa

Diagrama 5. Ensayo de preliminar del sistema general de filtracién tangencial con muestras de agua estéril y
agua del grifo de la llave

5.4.2. Sistema de prefiltrado

En el biorreactor se tomé un volumen de 50 mL, se agreg6 en un filtro de ceramica,
con el fin de simular el comportamiento y retencién de células, ya que este tipo de
filtros tienden a retener en un 96% de E. coli presentes en agua y reducir en un 94%
coliformes [77].

La alicuota tomada del biorreactor se conecté a la bomba jeringa y de alli se
procedié a pasar por el sistema de filtracion tangencial, el cual conté con una
membrana nueva. Las muestras obtenidas del biorreactor y procesadas por la caja
de filtracién tangencial, se operd inicialmente sin agitacion magnética vy
posteriormente con agitacion (Diagrama 6. y Diagrama 7.).
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Diagrama 6. Aplicacién del sistema de prefiltrado con muestra de levadura procesada por sistema de filtracion
tangencial sin agitacion magnética.

Sensor da

| / ) optico /cerémico Membrana presion
GCaja de filtracién - !
| I | |- tangencial \
m— m— — - I e
S A < Ventilador
. gneto con iman
Preparacion de Toma de muestra de Prefiltrado con Paso de muestra por Ma
cultivo cultivo Filiro ceramico bomba jeringa Filtrado tangencial Medicién de presién
con agitacion de la muestra

Diagrama 7. Aplicacion del sistema de prefiltrado con muestra de levadura procesada por sistema de filtracion
tangencial con agitacion magnética.

El filtro ceramico permitié simular el comportamiento de retencién de células dentro
de la membrana y el afluente obtenido contenga las particulas extracelulares.

5.4.3. Ensayo con agua del grifo de la llave

Con un volumen de 50 mL de agua de grifo de la llave se pasa por el sistema de
filtrado tangencial con ayuda de la bomba jeringa. El sistema de filtracion cuenta
con una membrana nueva, (sin prefiltrado y agitado) el volumen es transferido el al
otro extremo del sistema se va registrando la presién que va ejerciendo la bomba
jeringa para hacer la transferencia del volumen total o en su efecto hasta donde la
bomba no ejerza mas fuerza sobre la jeringa. Finalizada la transferencia, la
membrana se sometio a retrolavado, el total de retrolavados en la membrana fue de
3 con 2 réplicas en total para el ensayo (Diagrama 8.).
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Toma de muestra de Filtrado tangencial de la muestra
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Diagrama 8. Ensayo del sistema de filtracién tangencial con muestra de agua del grifo de la llave.

5.4.3.1. Ensayo con prefiltrado

El agua de la llave se pasé por el sistema de prefiltrado (filtro ceramico). El
contenido filtrado se transfirié al sistema de filtracion tangencial con ayuda de la
bomba jeringa; por la salida del otro extremo del sistema de filtracion tangencial se
va reportando la presidn ejercida por la bomba jeringa hasta traspasar el volumen
total o el punto en donde la bomba ya no tenga fuerza de empuje. Sucedido
cualquiera de los fendmenos (traspaso total o perdida de fuerza de la bomba) la
membrana fue lavada, el total de retrolavados en la membrana fue de 3 con 2
réplicas en total para el ensayo (Diagrama 9.).

=

-
I d

Toma de muestra de Prefiltrado con Paso de muestra por Filtrado tangencial Medicion de presion
Agua de |a llave Filtra ceramico bomba jeringa sin agitacion de la muestra

Diagrama 9. Ensayo de sistema de prefiltrado y sistema de filtracién tangencial con muestra de agua del grifo
de la llave.

5.4.3.2. Ensayo con agitacion.

La muestra de agua no tuvo paso por el sistema de prefiltrado previamente. El
sistema de filtracion tangencial con una nueva membrana se inyectd la muestra,
dentro de la caj de filtracion tangencial se activd la agitacion magnética para
determinar el comportamiento con la muestra. Transcurrido el tiempo de
transferencia del volumen total o la interrupcién de la bomba jeringa; se realizé el
lavado de la membrana, el total de retrolavados en la membrana fue de 3 con 2
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réplicas en total para el ensayo, el total de retrolavados en la membrana fue de 3
con 2 réplicas en total para el ensayo (Diagrama 10.).

- ) T
I Medicion de presicn

u
] de la muestra
Paso de muestra por

Toma de muesira de bomba jeringa Filtrado tangencial
Agua de la llave con agitacion

1

Diagrama 10. Ensayo del sistema de filtracion tangencial con activacion de agitacion magnética con muestra de
agua del grifo de la llave.

5.4.3.3. Ensayo con prefiltrado y agitado

Una muestra de 50 mL de agua del grifo de la llave se pasé por el sistema de
prefiltrado, posteriormente el producto se recolectd y con ayuda de la bomba jeringa
se transfirio por el sistema de filtracidon tangencial. Este ultimo contd con la
activacion de la agitacion magnética. Finalizado el paso total de la muestra o la
interrupcion de la misma por el estancamiento de la bomba, la membrana se
sometidé a lavado, el total de retrolavados en la membrana fue de 3 con 2 réplicas
en total para el ensayo (Diagrama 11.).

ol o
el *‘5: e

de | est
Toma de muestra de Prefiltrado con Paso de muestra por ©[a muestta

Agua de la llave Filtre ceramico bomba jeringa Filtrado tangencial
con agitacion

Diagrama 11. Ensayo del sistema de filtracién tangencial con acople de sistema de prefiltrado y activacion de
agitacion magnética con agua del grifo de la llave.

5.4.4. Ensayos con agua estéril

5.4.4.1. Ensayo con prefiltrado
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Con 50 mL de agua estéril comercial se paso por el sistema de prefiltrado (filtro
ceramico). El contenido filtrado se transfirio al sistema de filtracién tangencial con
ayuda de la bomba jeringa; por la salida del otro extremo del sistema de filtracidén
tangencial se va reportando la presion ejercida por la bomba jeringa hasta traspasar
el volumen total o el punto en donde la bomba ya no tenga fuerza de empuje.
Sucedido cualquiera de los fenomenos (traspaso total o perdida de fuerza de la
bomba) la membrana fue lavada, el total de retrolavados en la membrana fue de 3
con 2 réplicas en total para el ensayo (Diagrama 12.).

Medicion de presion

Prefiltrado con Filtrade tangencial de la muestra

P Paso de muestra por o
con agitacion
Filfro ceramico bomba jeringa aqg

Toma de muestra de
Agua estéril

Diagrama 12. Ensayo de sistema de prefiltrado y sistema de filtracion tangencial con muestra de agua estéril
comercial.

5.4.4.2. Ensayo con prefiltrado y agitado

50 mL de agua estéril comercial se pasd por el sistema de prefiltrado,
posteriormente el producto se recolectd y con ayuda de la bomba jeringa se
transfirid por el sistema de filtracion tangencial que contd con la activacién de la
agitacion magnética. Finalizado el paso total de la muestra, la membrana fue lavada,
el total de retrolavados en la membrana fue de 3 con 2 réplicas en total para el
ensayo (Diagrama 13.).

M |

de la muestra

Paso de muestra por

Filtrado tangencial
bomba jeringa ng

con agitacion

Toma de muestra de Prefitrado con
Agua estéril Filtro ceramico

Diagrama 13. Ensayo del sistema de filtracién tangencial con acople de sistema de prefiltrado y activacion de
agitacion magnética con agua estéril comercial
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5.5. Lavado de membrana — Retrolavado.

En la parte superior del sistema de filtracion tangencial se adicioné 50 mL de agua
estéril comercial (Agua destilada estéril Apirébgena) para remover la torta formada
en la membrana. El sistema de agitacion se activd al tiempo que se iba
suministrando el agua y se detuvo en el momento que no se observd algun
remanente. La entrada de muestras del sistema de filtracion se convirtio en la salida
del lavado, la bomba jeringa funcioné de manera inversa para extraer el contenido
del lavado. Por cada paso de 50 mL de muestra transferida se realizé 3 lavados a
la membrana (Diagrama 14.).
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—_— I

- N Recoleccion de agua
Suministro de agua Limpieza y agitacion del y remanente ’

estéril sistema y membrana

Diagrama 14. Retrolavado después del paso de muestras por el sistema de filtracién tangencial.
5.6. Ensayos con cepa de seleccién

La cepa de seleccion fue S. cerevisiae. Los ensayos se definieron después de
establecer el comportamiento del sistema de filtracidon tangencial con las muestras
de agua el grifo de la llave y agua destilada estéril comercial.

Se cultivé en el biorreactor 200 g de S. cerevisiae, en 250 mL de agua con 7,5 g de
fertilizante triple 15 (NPK) y 200 g de sacarosa (azucar blanca de mesa), se tomaron
4 alicuotas de 50 mL para realizar cada uno de los ensayos. Al igual que los ensayos
con el agua del grifo de la llave y el agua estéril, las muestras se sometieron a cada
una de las condiciones o adaptaciones al sistema de filtracion tangencial (Diagrama
15.).
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Diagrama 15. Siembra de S.cerevisiae en biorreactor para la extraccién de alicuotas de 50 mL para cada uno
de los ensayos.

Las alicuotas tuvieron el mismo tratamiento que las muestras de agua y se
traspasaron a la caja de filtracion tangencial con ayuda de la bomba jeringa. El
primer ensayo se realizo sin el uso del sistema de prefiltrado y sistema de agitacion
magnética en la caja de filtracidén tangencial.

El paso total de la muestra por la caja de filtracién tangencial o el punto en donde la
bomba jeringa ya no diera paso a la muestra, se procedié a hacer el lavado de la
membrana, el total de retrolavados en la membrana fue de 3 con 2 réplicas en total
para el ensayo (Diagrama 16.)
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Diagrama 16. Ensayo del sistema de filtracion tangencial con muestra de S. cerevisiae

5.6.1. Ensayos con prefiltrado

La muestra de S. cerevisiae pasoé por el sistema de prefiltrado (filtro ceramico). El
contenido filtrado se transfirié al sistema de filtracion tangencial con ayuda de la
bomba jeringa; al otro lado de la caja del sistema de filtracion tangencial esta
conectado al sensor de presion, el cual determina la fuerza con la que se esta
desplazando la muestra hasta traspasar el volumen total o el punto donde la bomba
ya no tenga fuerza para empujar la muestra. La membrana fue lavada posterior al
paso de la muestra por la caja de filtracion tangencial, el total de retrolavados en la
membrana fue de 3 con 2 réplicas en total para el ensayo (Diagrama 17.).

51



| 1
:'-_.j & - V_.

Il

T
Preparacion de Toma de muestra de Prefilrado con Paso de muestra por Filtrado tangencial sin ~ Medicion de presion
cultivo cultivo Filtre ceramico bomba jeringa agitacion de la muestra

Diagrama 17. Ensayo del sistema de prefiltrado y sistema de filtracién tangencial con muestra de S. cerevisiae.

5.6.2. Ensayos con agitacion

La alicuota de 50 mL de S. cerevisiae no paso por el sistema de prefiltrado, sino
que fue ubicada en la bomba jeringa de manera directa, dentro de la caja de filtracion
tangencial se activo la agitacion magnética para determinar el comportamiento en
la formacién de torta en la membrana. Transcurrido el tiempo de transferencia del
volumen total o la interrupcion de la bomba jeringa; se realizd el lavado de la
membrana, el total de retrolavados en la membrana fue de 3 con 2 réplicas en total
para el ensayo (Diagrama 17.).
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Diagrama 18. Ensayo del sistema de filtracion tangencial con activacion de agitacion magnética con muestra de
S. cerevisiae.

5.6.3. Ensayos con prefiltrado y agitado

La muestra de S. cerevisiae se extrajo del biorreactor y pasoé por el sistema de
prefiltrado, posteriormente el producto se ubicé en la bomba jeringa. Se inyecté al
sistema de filtracién tangencial que estaba con la agitacion magnética activa.
Finalizado el paso total de la muestra o el estancamiento del motor para empuijar, la
membrana se retrolavado, el total de retrolavados en la membrana fue de 3 con 2
réplicas en total para el ensayo (Diagrama 19.).
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Diagrama 19. Ensayo del sistema de prefiltrado y el sistema de filtracién tangencial con activacion de agitacion
magnética con muestra de S. cerevisiae.

5.7. Ensayos con cepa de seleccidn y ajuste de retrolavados

La cepa interés fue sometida a cada uno de los ensayos en el sistema de filtracidon
tangencial siguiendo la misma secuencia que los ensayos anteriores (ensayos con
cepa de seleccion, con prefiltrado, con agitacion, con prefiltrado y agitacion). Las
membranas empleadas tuvieron un proceso de retrolavado con agua caliente (agua
del grifo de la llave ebullida y enfriada hasta 75 °C [78], [79]).

El agua para el proceso de retrolavado fue suministrada por el grifo de la llave, se
calent6 hasta ebullir (92 °C en Bogota [80]) y posteriormente se dejo enfriar hasta
alcanzar los 75 °C, temperatura que fue medida con el termostato. También se
hicieron ensayos donde el agua no alcanzé la temperatura de ebullicién, si no los
75 °C o un maximo 80 °C y posteriormente se dejé enfriar hasta los 75 °C.

Con un volumen de 50 mL de agua caliente se ingresé por la parte superior de la
caja de filtracion tangencial para quitar la torta en la membrana. El sistema de
agitacion magnética se mantuvo encendido desde la adicién del agua y se detuvo
hasta que se extrajo todo el contenido de agua caliente y remanente con el apoyo
de la bomba jeringa (Diagrama 20.). Cada membrana se le realizé 3 retrolavados
por duplicado por el paso de cada muestra.
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Diagrama 20. Retrolavado ajustado con agua caliente después del paso de muestras de S. cerevisiae por el
sistema de filtracion tangencial. El vapor de agua esta representado con la nube de color azul menta

La membrana logré su colmatacion, el ensuciamiento de la membrana aumento por
la concentracion celular, el nimero de ensayos y el flujo de permeado, lo que
disminuyo potencialmente la recuperacion de células [81]. La vida util estuvo
determinada por la formacion de torta [82].
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. CALIBRACION MODULO DE PRESION

COMPORTAMIENTO DEL SENSOR

y = -0,0064x + 39,901
R?=0,9981

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Tiempo (s)

Figura 21. Tendencia promedio del comportamiento del sensor de presion con muestra de aire
con un volumen de 10 mL (entre los valores de 40 a 30 mL de la jeringa)

En la Figura 21. se observa la tendencia lineal que tiene el paso de los 10 mL de
aire por el sensor de presion. El comportamiento a medida que el tiempo pasa se
logra evidenciar una diferencia de 300 a 500 segundos por cada 2 mL de la muestra.
A partir de la lectura se logra dar cuenta del flujo continuo y constante que mantiene
la bomba jeringa.

El desplazamiento de muestra de aire mantiene una relacion de -0,0064 por cada
segundo que transcurre, la fluctuacion que tiene la muestra es de 0,2%, indicativo
que de la continua fuerza que esta ejerciendo la bomba jeringa para transferir el
volumen de muestra sobre el armazon que sostiene el sensor de presion.

La grafica es el promedio del comportamiento de 4 ensayos (Figura 22.) donde se
encuentra la variacion del tiempo respecto al volumen desplazado realizados bajo
las mismas condiciones
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6.1.1. Comportamiento del

modulo de presion
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Figura 22. Ensayos de determinacién de comportamiento del sensor de presiéon con una muestra de aire de 10
mL (entre los valores de 40 a 30 mL en jeringa)

Corresponde a cada uno de los 4 ensayos que se realizaron para saber el
comportamiento de los 10 mL de muestra de aire durante el tiempo y la presion que
iba ejerciendo el paso del volumen dentro de la caja de filtracion tangencial. La
tendencia en cada uno de los ensayos muestra un flujo continuo de aire; con una
diferencia entre cada 2 mL de 400 segundos.

A partir del comportamiento del desplazamiento de la muestra de aire en la bomba
jeringa se realizd un analisis matematico (Tabla 5.), donde se logré establecer el
promedio del tiempo con respecto al cambio de cada 2 mL y la desviacion estandar
entre cada uno de los datos frente al sensor de presion.

Tabla 5. Datos de comportamiento de los 10 mL de muestra de aire dentro de la bomba jeringa (entre los

valores de 40 a 30 mL)

Ensayo Ensayo Ensayo
1 2 3
VOLUMEN Tiempo Tiempo Tiempo
(mL) (s) (s) (s)
40 0 0 0
38 278 260 290
36 584 590 610
34 924 910 880
32 1360 1280 1250
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Ensayo

4

Tiempo PROMEDIO

(s)
0 0

310 284.5
615 599,75
860 893,5
1200 1272,5

DESVIACION
ESTANDAR
0
18,18653348
13,04559313
25,03497553
58,04093383




30 1500 1560 1490 1530 1520 27,38612788

Establecida la relacion de interaccion de la muestra, se empled la ecuacion de gases
ideales, donde las variables de temperatura y numero de moles fueron
determinadas como constantes, por lo tanto, el volumen y la presion son los valores
variables para el ensayo.

6.1.2. Curva de calibraciéon

CALIBRACION SENSOR DE PRESION

110
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104
102
100
98
96
94
92
90
88
86
84
82
80
78
76
74 7
72
70

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Presion Calculada

y = 0,868x + 64,787
R?z = 0,9944

Presion Transmembranal (KPa)

Figura 23. Curva de calibracién del médulo de presién a partir de la ley de Boyle

La Figura 23. Muestra a partir del procesamiento de 490 datos procesados y la
relacion de la ley de gases ideales, que al despejarse da como resultado la ley de
Boyle, se tiene en cuenta la presion atmosférica de Bogota y se determina la presién
ejercida por los 10 mL de aire sobre el sensor de presién, logrado encontrar los
puntos de minimo y maximo en los cuales se encuentra la presion que tiene el
sistema.

El valor de R? evidencia la correlacion de comportamiento del sensor con respecto
al promedio y lo hallado con respecto a la ley de Boyle, lo que da un margen de
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fluctuacién de 0,1%, indicativo que la ubicacion del sensor y la conexion que ejerce
la presion sobre el sensor no posee fuga, falla o interferente alguno. De acuerdo a
la ecuacion la tendencia del sensor el valor minimo el cual mide es 74,71 KPa y el
valor maximo de 89,02 KPa.

6.2. ENSAYOS PRELIMINARES CON AGUA DEL GRIFO DE LA
LLAVE

6.2.1. Ensayos sin prefiltrado y sin agitacion

6.2.1.1. Determinacion del flujo de muestra

Membrana con agua del grifo de la llave sin prefiltrado y
sin agitacion (Ensayo 1)
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-
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-
> -G y = 0.0064x - 0.6959
10 -
o--® R?=0.9926
o -
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Tiempo (s)
® Flux Constante Flux Variable - - - - Linear (Flux Constante)

Figura 24 Determinacion de flux constante y variable en membrana con agua del grifo de la llave sin sistema de
prefiltrado y agitacion magnética

La Figura 24. se observa el comportamiento lineal que tiene el flujo de muestra
respecto al tiempo hasta llegar a los 32 mL en donde la tendencia del
comportamiento deja de ser lineal, lo que muestra que la fuerza en el motor
disminuye y la membrana esta formando torta dentro del sistema.

La muestra al no ser sometida a un pretratamiento muestra la presencia de sdlidos
o particulas coloidales que se estan acumulando en la membrana. Después de los
34 mL se evidencia que el flux es variable por tanto no es posible establecer con
precision cual es el comportamiento que esta teniendo la membrana o determinar
si ha llegado a su punto de colmatacion.
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Cada uno de los ensayos realizados (Figura 25.) dentro del sistema se determiné el
caudal de flujo bajo las diferentes condiciones en que estuvieron las muestras y el
flux de la misma dentro de la tendencia de comportamiento continuo y lineal. A partir
de los datos recolectados para cada ensayo, la cantidad de muestra que fluye por
la membrana a través del sistema de filtracion tangencial.

Los valores en donde la tendencia del flujo fue lineal se procesaron por medio del
software Excel, teniendo en cuenta que para cada condicion se realizaron 4 ensayos

y a partir del promedio de los 4 ensayos. El caudal es el resultado del paso de
muestra (volumen) en unidad de tiempo.

Membrana con agua del grifo de la llave sin Membrana con agua del grifo de la llave sin
prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 1) prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 2)
60 60
50 o 50 f
- o
£ 40 o E 40 ¢ ¥
- -
=0 > S 30 et
E P E &
= - =P 5. --®
& 20 _o* " >c -
= - y = 0,0064x - 0,6959 10 PURE 2 y = 0,0065x - 1,6041
10 P R* = 10,9926 a--* R*=0,9912
e o e-*° :
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® Flux Constante # Flux Variable - - -- Linear (Flux Constante) e Flux Constante e Flux Variable - - - - Linear (Flux Constante)
Membrana con agua del grifo de la llave sin Membrana con agua del grifo de la llave sin
prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 3) prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 4)
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Figura 25. Ensayos de determinacion de caudal y flux de muestra de agua del grifo de la llave sin sistema de
prefiltrado y agitacion magnética

El caudal en el comportamiento lineal se determind por medio de la ecuacion de
media aritmética o promedio, desde los datos emitidos (Ecuacion 9.) por los 4
ensayos hechos bajo las diferentes condiciones. El ¢

a1+a2+a3+"'an
a; =

P =

S|

n

n
i=1

Ecuacion 9. Ecuacion de media aritmética o promedio.
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0,0064 (1) + 0,0065("2L) +0,0066("2%) + 0,0066("2L)
- 4

Donde Q es el promedio de los valores de los caudales de cada uno de los ensayos
Q@ =0,006525mL/s
1 (m3)
=0 006525&{ 100000,@@')
Q = 6,525E — 09 m3/s

El caudal tiene un valor de 6,525E — 09 m3/s

La determinacion del flux dentro de la permanencia del comportamiento lineal en los
ensayos, se tuvo en cuenta el area transversal la caja de filtracion. El area
transversal de la caja de filtracion tangencial se determind por medio de la ecuacion
del area de la circunferencia (Ecuacion 10.)

A= 1 Xxr?

Ecuacion 10. Area de una circunferencia

A= 1% (0,0256)2
A= 2,0588E — 03 m?
Donde:

e A=2,0588E — 03 (m?) Area superficial de la caja de filtracién tangencial

e mw=23,14192.. pi

e 1 =20,0256 (m) Radio del espacio ocupado por la membrana dentro de la
caja de filtracion tangencial

El valor del area transversal se convirtié en una constante, puesto que se empleé la
misma caja de filtracion tangencial y se mantuvo el mismo tamafio de membrana
(Ecuacion 11.). Finalmente, la fraccion del area transversal sobre el caudal es el
valor del flux para el comportamiento lineal del experimento

F=Q+A4

Ecuacion 11. Ecuacién de determinacion de flux para los ensayos.
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m3
F = 6,525E — O9T + 2,0588E — 03 m?

m3
F =3,1693E — 06 (T X m2>

Donde:

m3

e F= 31693E —06 (T

ensayo bajo las condiciones establecidas.

e Q=6,525E—05m3/s Caudal de muestra dentro de la caja de filtracion
tangencial

e A=2,0588E — 03 (m?) Area transversal de la caja de filtracién tangencial

X mz)

X mz) Flux del comportamiento continuo y lineal del

m3

El valor del flux continuo en el ensayo es de 3,1693E — 06 (

s
6.2.1.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con agua de la llave
sin prefiltrado y sin agitacion)

Flux = 3,169E-06 m3/s*m?

22.33 KPa 22 96 KPa 22.34 KPa 22.33 KPa

4,86 KPa
3.25 KPa 3.90 KPa 4.32 KPa

Presion Transmembranal (KPa)
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Volumen (mL)

Figura 26. Resistencia de membrana con agua del grifo de la llave sin sistema de prefiltrado y agitacion

magneética.

En la Figura 26. se observa que al realizar el primer ciclo de filtrado de 50 mL de
muestra el valor de la presion es de 3,25 KPa, hasta alcanzar el valor maximo de
22,33 KPa. Después del primer retrolavado de la membrana la presidon en la
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membrana es de 3,90 KPa, lo que muestra una diferencia de 0,65 KPa con respecto
al valor inicial y el valor maximo para el paso del os 50 mL de muestra en segundo
ciclo de filtrado es de 22,26 KPa, un valor 0,07 KPa por debajo del valor maximo en
el primer ciclo de filtrado. El segundo retrolavado en la membrana establece que el
valor de inicio para el tercer ciclo de filtrado es de 4,32 KPa, una diferencia de 0,42
KPa con respecto al segundo punto de inicio de filtrado y 1,07 KPa con respecto al
valor inicial de la presion para el ensayo, lo que demuestra que la membrana esta
teniendo taponamiento en los poros por la acumulacion de agentes contaminantes;
la presion maxima que alcanza el tercer ciclo de filtrado es 22,34 KPa el valor mas
alto de en todos los ciclos y lo que también indica que el retrolavado logré remover
sobre poros remanentes. El tercer y ultimo retrolavado en la membrana determina
que el valor inicial de la presién para el cuarto ciclo de filtrado es de 4,86 KPa, lo
que muestra una diferencia de 0,54 KPa respecto al valor anterior, 0,96 KPa en
relacion al segundo ciclo de filtrado y 1,61 KPa a razén del primer ciclo de filtrado.
El valor maximo de la presion para el ultimo ciclo de filtrado es 22,33 KPa,
manteniendo la tendencia con respecto a los ciclos anteriores.

La formacion de torta en cada uno de los ciclos de filtrado es paulatina, el
retrolavado es Optimo puesto que el ensuciamiento en la membrana es reversible
en cada uno de los ciclos de filtrado, evitando la colmatacion masiva y pronta. El
flujo de la muestra en la bomba de jeringa es continuo debido a que no hay
saturacién en la membrana y tampoco perdida en la fuerza de empuje por parte del
motor. Los flux durante todos los ciclos de filtracion son continuos (3,169E-06 m3*s
m?) pese que al faltar 16 mL de muestra parecio que el motor de la bomba jeringa
perdio fuerza le muestra continuo su flujo.

6.2.2. Ensayos con prefiltrado
6.2.2.1. Determinacion del flujo de muestra

Membrana con agua del grifo de la llave con
prefiltrado y sin agitacién (Ensayo 1)
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® Flux Constante Flux Variable ---- Linear (Flux Constante)

Figura 27. Determinacion de flux constante y variable en membrana con agua del grifo de la llave con sistema
de prefiltrado
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La Figura 27. muestra el comportamiento lineal que tiene el caudal de la muestra
previamente tratada en el sistema de prefiltrado, hasta los 34 mL de paso de
muestra no hay un salto o cambio significativo en el paso. A diferencia del ensayo
sin sistema de prefiltrado y agitacién, hay un aumento de 2 mL en el flujo de la
muestra. El tratamiento de la muestra por el sistema de prefiltrado permite un mayor
flujo de muestra sobre el sistema y prolonga la estabilidad de la bomba jeringa.

La muestra al haber pasado por el sistema de prefiltrado muestra la disminucién en
la presencia de particulas del coloidales o sélidos suspendidos en la muestra.
Después de los 36 mL se evidencia que el flux es variable por tanto no es posible
establecer con precision cual es el comportamiento que esta teniendo la membrana
o determinar si ha llegado a su punto de colmatacion.

Membrana con agua del grifo de la llave con Membrana con agua del grifo de la llave con
prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 1) prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 2)
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Figura 28. Ensayos de determinacion de caudal y flux de muestra de agua del grifo de la llave con sistema prefiltrado.

La Figura 28. el caudal en el comportamiento lineal tiene un valor de 6,3E-09 m3/s
y el flux de 3,06E-06 m3*s"*m?2. Un comportamiento similar al del ensayo anterior.
Sin embargo, el paso sin dificultad de 36 mL de muestra evidencia que hay una
reduccion leve en el flux, indicativo que la membrana no se colmaté tan rapido vy el
sistema de prefiltrado retiene un numero significativo de soélidos o remanentes
presente en la muestra.
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6.2.2.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con agua de la
llave con prefiltrado y sin agitacion)
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Figura 29. Resistencia de membrana con agua del grifo de la llave con sistema de prefiltrado

La Figura 29. se observa que el primer ciclo de filtrado de 50 mL de muestra el valor
de la presion es de 3,02 KPa, hasta alcanzar el valor maximo de 20,22 KPa.
Después del primer retrolavado de la membrana la presién inicial para el siguiente
ciclo de filtrado es 3,18 KPa, lo que muestra una diferencia de 0,16 KPa con
respecto al valor inicial y el valor maximo para el paso del os 50 mL de muestra es
de 22,33 KPa, un valor 2,11 KPa por arriba del valor maximo en el primer ciclo de
fitrado, hecho que evidencia la apertura de nuevos poros en la membrana o la
ubicacion adecuada de la misma dentro de la caja de filtracion tangencial. El
segundo retrolavado en la membrana establece que el valor de inicio para el tercer
ciclo de filtrado es de 3,41 KPa, una diferencia de 0,23 KPa con respecto al segundo
punto de inicio de filtrado y 0,39 KPa con respecto al valor inicial de la presién para
el ensayo, lo que demuestra que la membrana esta teniendo taponamiento en los
poros por la acumulacion de particulas presentes en el agua ; la presion maxima
que alcanza el tercer ciclo de filtrado es 21,90 KPa un valor por debajo del anterior
(con una diferencia de 0,43 KPa) lo muestra que la membrana tiene algunos poros
sellados o se acumulo en cierta zona los solidos. El tercer y ultimo retrolavado en la
membrana determina un valor inicial de la presion para el cuarto ciclo de filtrado de
4,04 KPa, lo que muestra una diferencia de 0,63 KPa respecto al valor anterior, 0,86
KPa en relacion al segundo ciclo de filtrado y 1,02 KPa a razon del primer ciclo de
filtrado. El valor maximo de la presion para el ultimo ciclo de filtrado es 22,18 KPa.

La formacion de torta en cada uno de los ciclos de filtrado es paulatina, el
retrolavado es optimo puesto que el ensuciamiento en la membrana es reversible
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en cada uno de los ciclos de filtrado. El caudal de flujo es 6,3E-09 m®/s, mientras
los flux durante todos los ciclos de filtracion son continuos (3,06E-06 m3*s'*m?2),
aunque al faltar 14 mL de muestra al sistema de filtraciéon tangencial la bomba
jeringa mantiene su fuerza y no hay un sobreesfuerzo en el motor por transferir el
restante de muestras.

6.2.3. Ensayos con agitacion

6.2.3.1. Determinacion del flujo de muestra

Membrana con agua de grifo de la llave sin prefiltrado y
con agitaciéon (Ensayo 1)
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Figura 30. Determinacion de flux constante y variable en membrana con muestra de agua del grifo de la llave
con agitacion magnética

La Figura 30. muestra el comportamiento lineal que tiene el caudal de la muestra
sometida al sistema de agitacion, a los 34 mL se mantiene comportamiento lineal
en el caudal. El tratamiento de la muestra por agitacion permitié un mayor flujo de
muestra sobre el sistema y prolongé la estabilidad de la bomba.

La muestra al ser inyectada directamente al sistema de filtracion tangencial y tener
activo la agitacion magnética muestra la disminucion de solidos o particulas
coloidales que se estan en la muestra y se acumulan en la membrana. Después de
los 36 mL se evidencia que el flux es variable, fendomeno que va asociado a la
formacién de torta y ensuciamiento permanente sobre la membrana. El caudal en el
comportamiento lineal tiene un valor de 6,3E-09 m?/s.
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Membrana con agua de grifo de la llave sin Membrana con agua de grifo de la llave sin

prefiltrado y con agitacién (Ensayo 1) prefiltrado y con agitacién (Ensayo 2)
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Figura 31. Ensayos de determinacion de caudal y flux de muestra de agua del grifo de la llave con agitacion magnética.

La Figura 31. muestra el comportamiento lineal que tiene el caudal de la muestra de
agua sometida directamente al sistema de agitacion, evidenciando que a los 36 mL
se mantiene un comportamiento lineal en el caudal. El tratamiento de la muestra por
agitacion es efectivo, conservando el flujo durante la transferencia de la caja de
filtracion tangencial. Durante la transferencia de los 36 mL el caudal fue de 6,325E-
09 m3/s y un flux en los ciclos de filtracion continto (3,072E-06 m3*s-"*m?), de ahi
en adelante el flux es variable por tanto no es posible establecer con precision cual
es el comportamiento de la membrana.
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6.2.3.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con agua de la
llave sin prefiltrado y con agitacion)

Flux = 3,072E-06 m3/s*m?
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Figura 32. Resistencia de membrana con agua del grifo de la llave con agitacion magnética

La Figura 32. se observa que el comportamiento del primer ciclo de filtrado el valor
de la presion es de 3,23 KPa, hasta alcanzar el valor maximo de 20,29 KPa.
Después del primer retrolavado de la membrana la presion de partida para el
siguiente ciclo de filtrado es 3,36 KPa, lo que muestra una diferencia de 0,13 KPa
con respecto al valor inicial, el valor maximo posterior al primer ciclo de filtracion es
22,08 KPa, un valor 1,79 KPa superior del valor maximo en el primer ciclo de filtrado,
el primer retrolavado habilité poros en la membrana o en su efecto se posicioné
correctamente en la caja de filtracion tangencial. ElI segundo retrolavado en la
membrana establece que el valor de inicio para el tercer ciclo de filtrado es de 4,02
KPa, una diferencia de 0,66 KPa con respecto al segundo punto de inicio de filtrado
y 0,79 KPa con referente con el que se inici6 el ensayo, lo que muestra la
acumulaciéon de remanentes en el agua; la maxima presion en el tercer ciclo de
filtrado es 22,34 KPa valor que corresponde al pico mas alto de la presiéon en todos
los ciclos de filtracidn. El ultimo retrolavado en la membrana determina un valor de
inicio para el cuarto ciclo de filtrado de 4,29 KPa, lo que muestra una diferencia de
0,27 KPa respecto al valor anterior, 0,93 KPa en relacion al segundo ciclo de filtrado
y 1,06 KPa a razén del primer ciclo de filtrado. El valor maximo de la presién para el
ultimo ciclo de filtrado es 22,32 KPa.
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6.2.4. Ensayos con prefiltrado y agitacion

6.2.4.1. Determinacion del flujo de muestra

Membrana con agua de grifo de la llave con prefiltrado y
agitacion (Ensayo 1)
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Figura 33. Determinacion de flux constante y variable en membrana con muestra de agua del grifo de la llave
con sistema de filtrado y agitacion magnética

La Figura 33. muestra la tendencia lineal que tiene el caudal de la muestra de agua
sometida directamente al sistema de agitacion, a los 38 mL el comportamiento es
continuo. Al haber pasado por el sistema de prefiltrado y agitacion magnética el
transito de del flujo en el sistema de filtracion tangencial es homogéneo hasta el
paso total del volumen

El caudal con tendencial lineal es 6,275E-09 m3/s y los flux de 3,048E-06 m3*s-1*m?
El sistema de prefiltrado y agitacion magnética, complementan al sistema en general
porque disminuyeron la presencia de solidos o particulas coloidales que se hallaban

en un principio en la muestra, también se evita al ensuciamiento permanente en la
membrana.
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Membrana con agua de grifo de la llave con
prefiltrado y agitacion (Ensayo 1)
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Membrana con agua de grifo de la llave con
prefiltrado y agitacién (Ensayo 2)
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Figura 34. Ensayos de determinacién de caudal y flux de muestra de agua del grifo de la llave con sistema de
prefiltrado y agitacion magnética

Los ensayos (Figura 34.) realizados con todos los complementos dentro del sistema
de filtracion tangencial muestran que la relacién del tiempo es equitativa en cada
uno de los ensayos, a excepcion del ensayo 3 donde la relacion aumenta en 1E-04
unidades, lo que evidencia la estabilidad y optimizacion de todo el mecanismo en

especial la bomba de jeringa que da el paso de muestra a la caja de filtracidon
tangencial.
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6.2.4.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con agua del
grifo de la llave con prefiltrado y agitacién)

Flux = 3,048E-06 m3/s*m?2
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Figura 35. Resistencia de membrana con agua del grifo de la llave con sistema de prefiltrado y agitacion
magnética.

La Figura 35. se observa que el comportamiento del primer ciclo de filtrado el valor
de la presion es de 2,52 KPa, hasta alcanzar el valor maximo de 22,34 KPa de
presion en todos los ensayos. Después del primer retrolavado de la membrana la
presion de partida para el siguiente ciclo de filtrado es 3,50 KPa, lo que muestra una
diferencia de 0,98 KPa con respecto al valor inicial, el valor maximo posterior al
primer ciclo de filtracion es 22,18 KPa, un valor 0,16 KPa por debajo del valor
maximo en el primer ciclo de filtrado, el primer retrolavado removié parte del
ensuciamiento en la membrana, pero se empieza a tener colmatacion permanente
en lamisma. El segundo retrolavado en la membrana establece que el valor de inicio
para el tercer ciclo de filtrado es de 3,83 KPa, una diferencia de 0,33 KPa con
respecto al segundo punto de inicio de filtrado y 1,31 KPa con el valor del inicio del
ensayo, lo que muestra la acumulacion de remanentes en el agua; la maxima
presion en el tercer ciclo de filtrado es 22,28 KPa. El ultimo retrolavado en la
membrana determina un valor de inicio para el cuarto ciclo de filtrado de 4,20 KPa,
lo que muestra una diferencia de 0,37 KPa respecto al valor anterior, 0,70 KPa en
relacion al segundo ciclo de filtrado y 1,68 KPa a razén del primer ciclo de filtrado.
El valor maximo de la presion para el ultimo ciclo de filtrado es 22,28s KPa.
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6.3. ENSAYOS PRELIMINARES CON AGUA ESTERIL
COMERCIAL

6.3.1. Ensayo con prefiltrado
6.3.1.1. Determinacion del flujo de muestra

Membrana con agua estéril comercial con prefiltrado
(Promedio de los ensayos)
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Figura 36. Determinacion de flux en membrana con muestra de agua estéril comercial con sistema de filtrados

La Figura 36. muestra el comportamiento lineal que tiene el caudal del agua
destilada estéril, el flujo paso sin ningun tipo de dificultad por el sistema de filtracion
tangencial. Aunque en los volumenes de 34, 36 y 38 mL se evidencia un
distanciamiento de la linea de tendencia, indicativo que la membrana en el rango de
estos volumenes empieza a tener saturacion.

El caudal en la membrana 7,825E-09 m3/s y los flux de 3,801E-06 m3*s'*m?, se
determiné a partir del promedio de los 4 ensayos (Figura 37.). La transferencia de
la muestra por el sistema de filtracion tangencial fue continua sin interrupcién o
aparente detenimiento de la bomba jeringa. El ensayo dio cuenta de la presién que
va adquiriendo la membrana con una muestra carente de solidos o particulas en
disolucién.
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Membrana con agua estéril comercial con Membrana con agua estéril comercial con
prefiltrado (Ensayo 1) prefiltrado (Ensayo 2)
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Figura 37. Ensayos de determinacion de caudal y flux de muestra de agua estéril comercial con sistema de
prefiltrado.

6.3.1.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con agua estéril
comercial y prefiltrado)
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Figura 38. Resistencia de membrana con agua estéril comercial con sistema de prefiltrado.
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La Figura 38. Muestra el comportamiento del agua estéril comercial con el sistema
prefiltrado muestra, que al realizar retrolavados la membrana contiene particulas
coloidales, quiza presentes en el interior de la caja de filtracion tangencial por
ensayos anteriores o la membrana posee algunos poros taponados por efecto de
fabricacion o el empaque en donde venia almacenado el agua desprendio parte del
material.

Se observa que el comportamiento del primer ciclo de filtrado el valor de la presién
es de 0,80 KPa, hasta alcanzar el valor maximo de 2,06 KPa. Posterior al primer
retrolavado de la membrana la presion de partida para el siguiente ciclo de filtrado
es 1,11 KPa, lo que muestra una diferencia de 0,31 KPa con respecto al valor inicial,
el valor maximo posterior al primer ciclo de filtracion es 2,04 KPa, un valor 0,02 KPa
por debajo del valor anterior en ese punto, un valor casi igual a cero. El segundo
retrolavado en la membrana establece que el valor de inicio para el tercer ciclo de
filtrado es de 1,14 KPa, una diferencia de 0,03 KPa con respecto al segundo punto
de inicio de filtrado y 0,34 KPa con el valor del inicio del ensayo, lo que muestra que
el agua presenta algun tipo de interferente (bien sea un residuo del material del
empaque, residuo en la caja de filtracion tangencial) la maxima presion en el tercer
ciclo de filtrado es 2,06 KPa. El ultimo retrolavado en la membrana determina un
valor de inicio para el cuarto ciclo de filtrado de 1,58 KPa, lo que muestra una
diferencia de 0,44 KPa respecto al valor anterior, 0,47 KPa en relacién al segundo
ciclo de filtrado y 0,78 KPa a razén del primer ciclo de filtrado. El valor maximo de
la presion para el ultimo ciclo de filtrado es 4,31 KPa.

6.3.2. Ensayo con prefiltrado y agitacion

6.3.2.1. Determinacion de flujo de muestra

Membrana con agua estéril con prefiltrado y agitaciéon
(Promedio de los ensayos)
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Figura 39. Determinacion de flux en membrana con muestra de agua estéril comercial con sistema de prefiltrado
y agitacion magnética.
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La Figura 39. muestra con relacion al sistema de prefiltrado y agitacion magnética,
hay un comportamiento lineal en el flujo de muestra. Al ser agua destilada estéril
comercial se evidencio que el flujo pasa a un menor tiempo y no se present6 desvio
en ninguno de los puntos con respecto a la linea de tendencia.
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Figura 40. Ensayos de determinacion de caudal y flux de muestra con agua estéril comercial con sistema de
prefiltrado y agitacion magnética

El caudal en la membrana 7,875E-09 m?/s y los flux de 3,825E-06 m3*s'*m?, se
determind a partir del promedio de los 4 ensayos (Figura 40.). La transferencia de
la muestra por el sistema de filtracion tangencial fue continua sin interrupcién o
aparente detenimiento de la bomba jeringa. El ensayo dio cuenta de la presion que
va adquiriendo la membrana con una muestra carente de solidos o particulas en
disolucion.

La muestra al haber sido sometida por el sistema muestra la optimizacién del
proceso al mantener constante el flujo de muestra, lo que dedujo que, a mayor
cantidad de flujo sobre la bomba, el motor va perdiendo de a poca fuerza para el
arrastre.
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6.3.2.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con agua estéril
con prefiltrado y agitacion)
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Figura 41. Resistencia de membrana con agua estéril comercial con sistema de prefiltrado y agitacion magnética

En la Figura 41. Se observa el comportamiento del agua estéril comercial con el
sistema prefiltrado y agitacion magnética, evidencié que al realizar retrolavados la
membrana contiene algunos poros taponados por falla de fabricacién o quiza en el
interior de la caja de filtracion tangencial hay presencia de residuos por ensayos
anteriores o el empaque en donde venia almacenado el agua desprendié parte del
material.

El comportamiento del primer ciclo de filtrado el valor de la presion es de 0,04 KPa,
hasta alcanzar el valor maximo de 0,93 KPa. Posterior al primer retrolavado de la
membrana la presion de partida para el siguiente ciclo de filtrado es 0,41 KPa, lo
que muestra una diferencia de 0,37 KPa con respecto al valor inicial, el valor maximo
posterior al primer ciclo de filtracion es 1,02 KPa, un valor 0,09 KPa por arriba del
valor anterior en ese punto, un valor casi igual a cero. El segundo retrolavado en la
membrana establece que el valor de inicio para el tercer ciclo de filtrado es de 0,73
KPa, una diferencia de 0,32 KPa con respecto al segundo punto de inicio de filtrado
y 0,69 KPa con el valor del inicio del ensayo, lo que muestra que el sistema presenta
algun tipo de interferente (bien sea un residuo del material del empaque, residuo en
la caja de filtracion tangencial) la maxima presion en el tercer ciclo de filtrado es
1,64 KPa. El ultimo retrolavado en la membrana determina un valor de inicio para el
cuarto ciclo de filtrado de 0,96 KPa, lo que muestra una diferencia de 0,23 KPa
respecto al valor anterior, 0,55 KPa en relacién al segundo ciclo de filtrado y 0,92
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KPa a razon del primer ciclo de filtrado. El valor maximo de la presion para el ultimo
ciclo de filtrado es 1,53 KPa.

6.4. ENSAYOS CON CEPA DE INTERES

6.4.1. Ensayos sin prefiltrado y sin agitaciéon

6.4.1.1. Determinacion del flujo de muestra

Membrana con levadura sin prefiltrado y sin agitacién

(Ensayo 1)
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Figura 42. Determinacion de flux constante y variable en membrana con muestra de levadura sin sistema de
prefiltrado y agitacion magnética

La Figura 42. muestra el comportamiento de la membrana con muestra de levadura
sin ninguno de los sistemas de mejora (prefiltrado y agitacion), a los 30 mL el
comportamiento deja de ser lineal, lo que muestra que la membrana esta formando
torta y la bomba jeringa va perdiendo fuerza para la transferencia del contenido. A
los 36 mL hasta el volumen final la presion ejercida es tan fuerte que expulsa el
contenido casi de manera instantanea
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Membrana con levadura sin prefiltrado y sin Membrana con levadura sin prefiltrado y sin

agitacion (Ensayo 1) agitacion (Ensayo 2)
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Figura 43. Ensayos de determinacién de caudal y flux de muestra de levadura sin sistema de prefiltrado y
agitacion magnética

A partir de los 4 ensayos bajo las mismas condiciones (Figura 43.), se logra
establecer el comportamiento constante del caudal con un valor de 6E-09 m3 y el
flux de 2,914E-06 m3/s*m2. El volumen continuo por el sistema tangencial, las
levaduras por su tamano adhirieron a la membrana favoreciendo la formacion de
torta.
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6.4.1.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con levadura sin
prefiltrado y sin agitacion)
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Figura 44. Resistencia de membrana con muestra de levadura sin sistema de prefiltrado y agitacion magnética

En la Figura 44. Se observa el comportamiento de la muestra de levadura sin el
sistema de prefiltrado y agitacidn magnética, evidencié que al realizar retrolavados
la membrana va almacenado el exceso de células o células muertas que quedaron
en medio de la mezcla.

Se observa que el primer ciclo de filtrado el valor de la presion es de 8,21 KPa, hasta
alcanzar el valor maximo de 22,31 KPa. Posterior al primer retrolavado de la
membrana la presion de partida para el siguiente ciclo de filtrado es 9,32 KPa, lo
que muestra una diferencia de 1,11 KPa con respecto al valor inicial, el valor maximo
posterior al primer ciclo de filtracion es 22,18 KPa, un valor 0,13 KPa por debajo del
valor anterior en ese punto. El segundo retrolavado en la membrana establece que
el valor de inicio para el tercer ciclo de filtrado es de 11,57 KPa, una diferencia de
2,25 KPa con respecto al segundo punto de inicio de filtrado y 3,36 KPa con el valor
del inicio del ensayo, lo que muestra que la membrana se esta colmatando y la
muestra contiene un exceso de células, la maxima presion en el tercer ciclo de
filtrado es 22,41 KPa, siendo el pico mas alto de todo el ensayo. El ultimo retrolavado
en la membrana determina un valor de inicio para el cuarto ciclo de filtrado de 12,94
KPa, lo que muestra una diferencia de 1,37 KPa respecto al valor anterior, 3,62 KPa
en relacion al segundo ciclo de filtrado y 4,73 KPa a razén del primer ciclo de filtrado.
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6.4.2. Ensayos con prefiltrado

6.4.2.1. Determinacion de flujo de muestra

Membrana con levadura con prefiltrado y sin
agitacion (Ensayo 1)
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Figura 45. Determinacion de flux constante y variable en membrana con muestra de levadura con sistema de
prefiltrado

En la Figura 45. Se observa el comportamiento del flujo lineal se observa hasta el
volumen 30 mL, con un valor de R? de 0,998 evidencia mejora en el paso de células
dentro de la membrana, ya que el paso de flujo en el sistema es mas estable
respecto al ensayo sin prefiltracion. A partir de los 30 mL el flujo dentro del sistema
se detiene hasta llegar a los 38 mL y la bomba pierde la tendencia.

Membrana con levadura con prefiltrado y sin Membrana con levadura con prefiltrado y sin
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Figura 46. Ensayos de determinacion de caudal y flux de muestra de levadura con sistema de prefiltrado
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El caudal, en el comportamiento lineal tiene un valor de 6,175E-09 m3 y el flux de
2,999E-06 m3/s*m? La tendencia en cada uno de los ensayos es que al alcanzar el
volumen de 32 mL la bomba empieza a retener su paso, entre los 38 mL y 50 mL la
fuerza que adquiere la bomba es tal que la presion y el paso de flujo sobre la
membrana es inmediato, indicador que posiblemente hubo poros en la membrana
que se taponaron y dieron paso a ensuciamiento o en su efecto la presién en el
sistema permitié abrir aquellos poros que por defecto estaban taponados. El tamano
de las células también es un factor que puede estar ocasionando la pronta
colmatacion en la membrana.

6.4.2.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA A LA MEMBRANA (Membrana con levadura
con prefiltrado y sin agitacién)
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Figura 47. Resistencia de membrana con muestra de levadura con agitacion magnética

La Figura 47. se observa el comportamiento de la muestra de levadura con el
sistema de prefiltrado, evidencié la membrana no va acumulando tan rapido el
exceso de células o células muertas que quedaron en el medio.

El comportamiento del primer ciclo de filtrado el valor de la presion es de 5,12 KPa,
hasta alcanzar el valor maximo de 22,30 KPa, siendo este el pico mas alto de
presidn en el ensayo. Posterior al primer retrolavado de la membrana la presion de
partida para el siguiente ciclo de filtrado es 5,61 KPa, lo que muestra una diferencia
de 0,39 KPa con respecto al valor inicial, el valor maximo posterior al primer ciclo
de filtracién es 22,09 KPa, un valor 0,21 KPa por debajo del valor anterior en ese
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punto. El segundo retrolavado en la membrana establece que el valor de inicio para
el tercer ciclo de filtrado es de 5,87 KPa, una diferencia de 0,26 KPa con respecto
al segundo punto de inicio de filtrado y 0,75 KPa con el valor del inicio del ensayo,
lo que muestra que la membrana se esta colmatando de una manera paulatina y
que el paso de la muestra por el sistema prefiltrado retiene 6ptimamente remanente,
la maxima presion en el tercer ciclo de filtrado es 22,16 KPa. El ultimo retrolavado
en la membrana determina un valor de inicio para el cuarto ciclo de filtrado de 6,52
KPa, lo que muestra una diferencia de 0,65 KPa respecto al valor anterior, 0,91 KPa
en relacion al segundo ciclo de filtrado y 1,40 KPa a razén del primer ciclo de filtrado.

6.4.3. Ensayos con agitacion

6.4.3.1. Determinacion de flujo de muestra

Membrana con levadura sin prefiltrado y con agitacion

(Ensayo 1)
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Figura 48. Determinacioén de flux constante y variable en membrana con muestra de levadura con agitacion
magnética

La Figura 48. muestra el comportamiento lineal del flujo hasta un volumen de 24
mL, en donde la bomba empezé a perder la fuerza de empuje y transfirié 14 mL
mas, de alli la bomba jeringa no logro pasar los ultimos 2 mL al sistema. A partir de
los 36 mL la bomba nos sigue transfiriendo al sistema el mismo flujo de muestra, la
membrana llega a su punto limite a la colmatacion.
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Membrana con levadura sin prefiltrado y con Membrana con levadura sin prefiltrado y con

agitacion (Ensayo 1) agitacion (Ensayo 2)
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Figura 49. Ensayos de determinacion de caudal y flux de muestra de levadura con agitacion magnéticas

Los ensayos (Figura 49.) permitieron establecer el caudal, en la tendencia lineal es
de 6,05E-09 m3 y el flux de 2,938E-06 m3/s*m? la tendencia, muestra que la
membrana pese a contar con la agitacion se estda ensuciando de manera
permanente, por tanto, la agitacion es leve frente al fraccionamiento de remanentes.
El paso del flujo en el sistema presenta una leve retencién a partir de los 34 mL,
hecho en donde el motor pierde la fuerza con la que estaba dando paso a la muestra
y posterior a este valor la transferencia de la muestra es inmediata.
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6.4.3.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con levadura sin
prefiltrado y con agitacion)
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Figura 50. Resistencia de membrana con muestra de levadura con agitacion magnética

La Figura 50. Se muestra comportamiento de la muestra de levadura con la
agitacion magnética mostré que la membrana se va ensuciando con el paso de la
muestra.

El primer ciclo de filtrado el valor de la presion es de 6,58 KPa, hasta alcanzar el
valor maximo de 22,29 KPa, siendo este el pico mas alto de presion en el ensayo.
Posterior al primer retrolavado de la membrana la presion de partida para el
siguiente ciclo de filtrado es 8,38 KPa, lo que muestra una diferencia de 1,80 KPa
con respecto al valor inicial, el valor maximo posterior al primer ciclo de filtracion es
22,11 KPa, un valor 0,18 KPa por debajo del valor anterior en ese punto. El segundo
retrolavado en la membrana establece que el valor de inicio para el tercer ciclo de
filtrado es de 11,10 KPa, una diferencia de 2,72 KPa con respecto al segundo punto
de inicio de filtrado y 4,52 KPa con el valor del inicio del ensayo, lo que muestra que
la membrana se esta colmatando y el paso de la muestra por lo que agitacién esta
removiendo remanente, pero se esta estancando en la membrana, la maxima
presion en el tercer ciclo de filtrado es 22,34 KPa. El ultimo retrolavado en la
membrana determina un valor de inicio para el cuarto ciclo de filtrado de 12,17 KPa,
lo que muestra una diferencia de 1,07 KPa respecto al valor anterior, 3,79 KPa en
relacion al segundo ciclo de filtrado y 5,59s KPa a razén del primer ciclo de filtrado.
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6.4.4. Ensayos con prefiltrado y agitacion
6.4.4.1. Determinacion de flujo de muestra

Membrana con levadura con prefiltrado y con
agitacion (Ensayo 1)
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Figura 51. Determinacion de flux constante y variable en membrana con muestra de levadura con sistema de
prefiltrado y agitacion magnética

La Figura 51. muestra el comportamiento lineal del flujo hasta un volumen de 32
mL, en donde la bomba empez06 a perder la fuerza de empuje y transfirié los 18 mL
restantes de forma forzada e inmediata. El sistema de prefiltrado y agitaciéon
magnética permitié transferir 6 mL mas con respecto a los ensayos anteriores, pese
a la dificultad que muestra la bomba se mantiene linealidad en el suministro de la
muestra.

Membrana con levadura con prefiltrado y con Membrana con levadura con prefiltrado y con
agitacién (Ensayo 1) agitacion (Ensayo 2)
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Figura 52. Ensayos de determinacion de caudal y flux de muestra de levadura con sistema de prefiltrado y
agitacion magnética

Los ensayos (Figura 52.) bajo las mismas condiciones permitio establecer el caudal,
en la tendencia lineal es de 6,2E-09 m?% y el flux de 3E-06 m3/s*m? m? la tendencia,
muestra que tanto el sistema de prefiltrado como agitacion magnética en hacen que
la membrana no acumule tanto ensuciamiento y siga el flujo de remanente por la
caja. El paso del flujo en el sistema presenta una leve retencion a partir de los 36
mL, sin embargo, no se ve un paso forzado ni inmediato de la muestra por el
sistema.

6.4.4.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA A LA MEMBRANA (Membrana con levadura
con prefiltrado y agitacion)
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Figura 53. Resistencia de membrana con muestra de levadura con sistema de prefiltrado y agitacién magnética

La Figura 53. Se observa el comportamiento de la muestra de levadura con el
sistema de prefiltrado y agitacion magnética mostré que el flujo de remanente va
siguiendo su curso y la membrana tiene un ensuciamiento removible.

El primer ciclo de filtrado el valor de la presion es de 5,62 KPa, hasta alcanzar el
valor maximo de 19,36 KPa. Posterior al primer retrolavado de la membrana la
presidn de partida para el siguiente ciclo de filtrado es 6,69 KPa, lo que muestra una
diferencia de 1,07 KPa con respecto al valor inicial, el valor maximo posterior al
primer ciclo de filtracion es 20,30 KPa, un valor 0,94 KPa arriba del valor anterior en
ese punto. El segundo retrolavado en la membrana establece que el valor de inicio
para el tercer ciclo de filtrado es de 6,93 KPa, una diferencia de 0,24 KPa con
respecto al segundo punto de inicio de filtrado y 1,31 KPa con el valor del inicio del
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ensayo, lo que muestra que el sistema de prefiltrado y agitacion magnética esta
favoreciendo la no formacion de torta sobre la, la maxima presion en el tercer ciclo
de filtrado es 21,99 KPa siendo el pico mas alto y maximo de presion. El ultimo
retrolavado en la membrana determina un valor de inicio para el cuarto ciclo de
filtrado de 7,50 KPa, lo que muestra una diferencia de 0,57 KPa respecto al valor
anterior, 0,81 KPa en relacién al segundo ciclo de filtrado y 1,88 KPa a razén del
primer ciclo de filtrado.

6.5. ENSAYOS CON CEPA DE SELECCION Y AJUSTE DE
RETROLAVADO

6.5.1. Ensayos sin prefiltrado y agitacién
6.5.1.1. Determinacion de flujo de muestra

Membrana con levadura y lavada con agua caliente
sin prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 1)
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Figura 54. Determinacion de flux constante y variable en membrana retrolavada con agua caliente y con muestra
de levadura sin sistema de prefiltrado y agitacion magnética

La Figura 54. muestra un comportamiento similar al ensayo de membrana con
levadura sin prefiltracion y agitacion, ya que el flujo constante dentro del ensayo se
encuentra hasta un volumen inferior a 30 mL. En este caso el volumen que logré
transferir la bomba llegé hasta los 26 mL.

Evidentemente la falta del sistema de prefiltrado y agitacion magnética en la muestra
es evidente a razon de que la bomba jeringa pierde fuerza y nos transmite en su
totalidad el volumen.
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Membrana con levadura y lavada con agua caliente
sin prefiltrado y sin agitacién (Ensayo 3)
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Membrana con levadura y lavada con agua
caliente sin prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 2)
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Figura 55. Ensayos de determinacion de caudal y flux en membrana retrolavada con agua caliente y con muestra
de levadura sin sistema de prefiltrado y agitacion magnética

La Figura 55. Muestra el total de ensayos hecho bajo las mimas condiciones y en
donde fue posible determinar el caudal, en la tendencia lineal es de 6,325E-09 m3 y
el flux de 3,072E-06 m3/s*m? El R? del comportamiento constante del flujo es el mas
bajo respecto a los demas ensayos, indicativo que la membrana al ser lavada con
agua caliente puede verse afectada por la temperatura.
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6.5.1.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con levadura
lavado con agua caliente sin prefiltrado y sin agitacion)
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Figura 56. Resistencia de membrana retrolavada con agua caliente con muestra de levadura sin sistema de
prefiltrado y agitacion magnética

La Figura 56. Se observa el comportamiento de la muestra de levadura sin el
sistema de prefiltrado y agitacion magnética mostré que el flujo de remanente va
siguiendo su curso y la membrana tiene un ensuciamiento removible.

El primer ciclo de filtrado el valor de la presién es de 9,13 KPa, hasta alcanzar el
valor maximo de 22,38 KPa, siendo el valor maximo de la presion en el ensayo.
Posterior al primer retrolavado de la membrana la presién de partida para el
siguiente ciclo de filtrado es 10,78 KPa, lo que muestra una diferencia de 1,65 KPa
con respecto al valor inicial, el valor maximo posterior al primer ciclo de filtracion es
22,35 KPa, un valor 0,03 KPa abajo del valor anterior en ese punto. El segundo
retrolavado en la membrana establece que el valor de inicio para el tercer ciclo de
filtrado es de 11,37 KPa, una diferencia de 0,59 KPa con respecto al segundo punto
de inicio de filtrado y 2,24 KPa con el valor del inicio del ensayo, lo que muestra que
el sistema de prefiltrado y agitaciéon magnética esta favoreciendo la no formacién de
torta sobre la, la maxima presién en el tercer ciclo de filtrado es 22,28 KPa. El ultimo
retrolavado en la membrana determina un valor de inicio para el cuarto ciclo de
filtrado de 12,92 KPa, lo que muestra una diferencia de 1,57 KPa respecto al valor
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anterior, 2,81 KPa en relacién al segundo ciclo de filtrado y 3,81 KPa a razén del
primer ciclo de filtrado.
6.5.2. Ensayo con prefiltrado
6.5.2.1. Determinacion del flujo de muestra

Membrana con levadura lavada con agua caliente con
prefiltrado y sin agitacién (Ensayo 1)
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Figura 57. Determinacion de flux constante y variable en membrana retrolavado con agua caliente con sistema
de prefiltrado.

La Figura 57. Muestra el comportamiento lineal del flujo, a comparacién del ensayo
anterior logré desplazar 2 mL mas que el ensayo anterior. Lo que evidencia el
sistema de prefiltracion es la remocion y retencidon de exceso de células en la
muestra. Sin embargo, la presién en cada uno de los puntos de partida tiene una
diferencia de 1 KPay el analisis de la nueva muestra alcanza la presién maxima en
la membrana.

La Figura 58. Evidencia la similitud del comportamiento del caudal, en la tendencia
lineal es de 6E-09s m3 y el flux de 2,914E-06 m3/s*m? El sistema de prefiltrado
permite que haya un mayor paso de caudal sobre el sistema, aunque llega al
volumen de 34 mL en donde el flujo deja de ser continuo presentando un
estancamiento en la bomba jeringa y el paso de la muestra se ve estancando al
llegar a los 40 mL el paso de la muestra se genera de forma continua hasta la
transferencia total del volumen
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Membrana con levadura lavada con agua caliente con
prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 1)
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Membrana con levadura lavada con agua caliente con
prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 3)
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Membrana con levadura lavada con agua caliente con
prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 2)
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Membrana con levadura lavada con agua caliente con
prefiltrado y sin agitacion (Ensayo 4)
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Figura 58. Ensayos de determinacién de caudal y flux en membrana retrolavada con agua caliente con sistema

de prefiltrado.

6.5.2.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con levadura
lavada con agua caliente con prefiltrado y sin agitacion)
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Figura 59. Resistencia de membrana retrolavada con agua caliente con sistema de prefiltrado
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La Figura 59. Se observa el comportamiento de la muestra de levadura con el
sistema de prefiltrado mostré que el flujo de remanente va siguiendo su curso y la
membrana tiene un ensuciamiento removible.

Se detalla en el primer ciclo de filtrado el valor de la presion es de 9,70 KPa, hasta
alcanzar el valor maximo de 22,33 KPa, siendo el valor maximo de la presion en el
ensayo. Posterior al primer retrolavado de la membrana la presion de partida para
el siguiente ciclo de filtrado es 10,91 KPa, lo que muestra una diferencia de 1,21
KPa con respecto al valor inicial, el valor maximo posterior al primer ciclo de filtracion
es 22,36 KPa, un valor 0,03 KPa arriba del valor anterior en ese punto. El segundo
retrolavado en la membrana establece que el valor de inicio para el tercer ciclo de
filtrado es de 12,30 KPa, una diferencia de 1,39 KPa con respecto al segundo punto
de inicio de filtrado y 2,60 KPa con el valor del inicio del ensayo, lo que muestra que
el sistema de prefiltrado y agitacion magnética esta favoreciendo la no formacion de
torta sobre la, la maxima presion en el tercer ciclo de filtrado es 22,31 KPa. El ultimo
retrolavado en la membrana determina un valor de inicio para el cuarto ciclo de
filtrado de 12,82 KPa, lo que muestra una diferencia de 0,52 KPa respecto al valor
anterior, 1,91 KPa en relacién al segundo ciclo de filtrado y 3,12 KPa a razén del
primer ciclo de filtrado, el valor maximo de presion alcanzado en el ciclo de filtrado
y en todo el ensayo es 22,36 KPa.

6.5.3. Ensayo con prefiltrado y agitacion

6.5.3.1. Determinacion del flujo de muestras

Membrana con levadura lavada con agua caliente con
prefiltrado y con agitaciéon (Ensayo 1)
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Figura 60. Determinacion de flux constante y variable en membrana retrolavada con agua caliente con sistema
de prefiltrado y agitacion magnética

91



La Figura 60. muestra el comportamiento lineal que tiene el flujo de muestra hasta
los 30 mL, inclusive podria considerarse continuo hasta los 32 mL. A diferencia de
todos los ensayos con agua caliente el sistema de prefiltrado y agitacion magnética
contribuyen al paso de muestra total sobre el sistema. La bomba al igual que los
ensayos con el agua caliente presente un punto de fallo, en este caso esta a los 32
mL, una diferencia de 4 mL con respecto al ensayo.

Membrana con levadura lavada con agua caliente con Membrana con levadura lavada con agua caliente con
prefiltrado y con agitacién (Ensayo 1) prefiltrado y con agitacién (Ensayo 2)
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Figura 61. Ensayos de determinacion de caudal y flux en membrana retrolavada con agua caliente con sistema
de prefiltrado y agitacion magnética

El sistema de prefiltrado muestra una retencion masiva de células, lo que facilita el
proceso de agitacion para transferir el contenido total de muestra evitando el
estancamiento de la bomba y prolongando el tiempo de colmatacion de la
membrana y la salida del remanente al otro extremo del sistema de filtracion
tangencial.

La realizacion de los ensayos (Figura 61.) determinaron el caudal y el flux en el
ensayo con unos valores de 5,725E-09 m3 , para el primero y 2,781E-06 m3/s*m?
para el segundo, se evidencia una tendencia de comportamiento, puesto que a un
volumen de 40 mL el paso de la muestra es mas rapido y busca mantener una
linealidad similar que al inicio de la muestra, lo que deja claro que el sistema de
prefiltrado y agitacibn magnética estdn actuando para evitar el ensuciamiento
permanente e irreversible en la membrana.
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6.5.3.2. Resistencia de membrana

RESISTENCIA DE MEMBRANA (Membrana con levadura
lavado con agua caliente con prefiltrado y agitacion)
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Figura 62. Resistencia de membrana retrolavada con agua caliente con muestra con sistema de prefiltrado y
agitacion magnética

La Figura 62. Se observa el comportamiento de la muestra de levadura con el
sistema de prefiltrado y agitacidn magnética mostré que el flujo de remanente va
siguiendo su curso y la membrana tiene un ensuciamiento permanente e
irreversible, que va disminuyendo su capacidad de filtracion a medida que se
realizan los retrolavados.

Se observa que el comportamiento del primer ciclo de filtrado el valor de la presion
es de 7,85 KPa, hasta alcanzar el valor maximo de 22,36 KPa,. Posterior al primer
retrolavado de la membrana la presion de partida para el siguiente ciclo de filtrado
es 8,09 KPa, lo que muestra una diferencia de 0,24 KPa con respecto al valor inicial,
el valor maximo posterior al primer ciclo de filtracion es 22,38 KPa, un valor 0,02
KPa arriba del valor anterior en ese punto. El segundo retrolavado en la membrana
establece que el valor de inicio para el tercer ciclo de filtrado es de 9,79 KPa, una
diferencia de 1,70 KPa con respecto al segundo punto de inicio de filtrado y 1,94
KPa con el valor del inicio del ensayo, lo que muestra que el sistema de prefiltrado
y agitacidon magnética esta favoreciendo la no formacion de torta sobre la, la maxima
presion en el tercer ciclo de filtrado es 22,37 KPa. El ultimo retrolavado en la
membrana determina un valor de inicio para el cuarto ciclo de filtrado de 11,21 KPa,
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lo que muestra una diferencia de 1,42 KPa respecto al valor anterior, 3,12 KPa en
relacion al segundo ciclo de filtrado y 3,36 KPa a razén del primer ciclo de filtrado,
el valor maximo de presion alcanzado en el ciclo de filtrado y en todo el ensayo es
22,41 KPa.

6.6. DIFERENCIAS ENTRE CONDICIONES ENTRE ENSAYOS

El sistema de filtracion tangencial pasé por diferentes condiciones, donde se logro
determinar el comportamiento del flujo de muestra y a la vez la capacidad de
filtracién de la membrana, por tal razén se procedié a comparar los procesos para
indicar el de mayor rendimiento.

6.6.1. Ensayos sin prefiltrado y agitacién

Diferencias de ciclo de filtrado (Sin prefiltrado y sin agitacion)
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) Lo mmmmm Agua del grifo de la llave
y = 0.4766x + 0.1548 ie
R2 = 0.9946 336 mmmmm Con muestra de levadura
' Muestra después de lavado con agua
504 caliente
RS I TN | s Linear (Agua del grifo de la llave)
165 1.60
1.1 BUQ | R E 1 s Linear (Con muestra de levadura)

.0-65 --------------- .
Linear (Muestra después de lavado
con agua caliente)

50 100 150
Ciclo de filtrado

Figura 63.Diferencia entre ciclos de filtrado en ensayos sin sistema de prefiltrado y agitacion magnética

La Figura 63. Relaciona las diferencias que presentan cada uno de los ensayos
realizados dentro de la caja de filtracién tangencial sin sistema de prefiltrado y
agitacion magnética. Se observa que al emplear el retrolavado con agua caliente se
mantiene una relacion de 1,075 respecto al paso de nueva muestra por la
membrana; no obstante, los retrolavados evidencia que la membrana posee
ensuciamiento irreversible conduciendo a la pronta colmatacion.

Realizar los retrolavados con agua estéril comercial sobre las muestras hay una
mayor remocién y una tendencia lineal a medida que se realiza; el agua del grifo de
la llave queda en evidencia que posee sélidos ya que al ser filtrada no varia
considerablemente la presion, pero al ser agua tratada aun falta verificar su calidad.
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El tamafio de la levadura, influye en el taponamiento de la membrana, porque al ser
sometida a retrolavado el siguiente ciclo dispara los picos de presion con una
tendencia.

ENSAYOS SIN PREFILTRADO Y AGITACION

0

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Volumen (mL)

Presion Transmembranal

— — = Agua del grifo de la llave

--------- Con muestra de levadura

Muestra después de lavado con agua caliente

Figura 64. Resistencia de membrana a diferentes condiciones del sistema de filtracion tangencial sin sistema
de prefiltrado y agitacion magnética

El contraste (Figura 64.) entre la capacidad de resistencia de membrana deja claro
que la capacidad de filtracion después del lavado con agua caliente menor respecto
a los demas ensayos. Sin embargo, hay una mayor linealidad en el flujo y capacidad
de paso de muestra por el sistema de filtracion, por lo que es conveniente establecer
las condiciones de temperatura de tolerancia de la membrana para aplicar el
retrolavado.
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6.6.2. Ensayos con prefiltrado

Diferencias de ciclo de filtrado (Sin prefiltrado y con agitacién)
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Figura 65. Diferencia entre ciclos de filtracion en ensayos con sistema de prefiltrado

La Figura 65. Relaciona las diferencias que presentan cada uno de los ensayos
realizados dentro de la caja de filtracidon tangencial con sistema de prefiltrado y sin
agitacion magnética. Se observa que al emplear el retrolavado con agua caliente se
mantiene una correlacion optima R?= 0,9353, respecto a los demas ensayos es el
mas bajo y presenta los picos de presidon mas altos al iniciar un nuevo ciclo. No
obstante, la diferencia entre picos (muestra con levadura y agua caliente) se logra
observar que el agua caliente es una alternativa en caso de no contar con agua
estéril para hacer la limpieza de la membrana y el sistema en general.

Realizar los retrolavados con agua estéril comercial sobre las muestras hay una
mayor remocion y una tendencia lineal a medida que se realiza; pasar la muestra
por sistema prefiltrado es una buena opcidn para evitar la pronta colmatacion de la
membrana dentro del sistema, asi mismo evita la saturacién de la bomba jeringa
para el paso de muestra. El tamafo de la levadura, influye, pero el sistema de
prefiltrado ayuda a contener aquellas células que por su tamafio puede obstaculizar
la filtracion en la membrana.
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ENSAYOS CON PREFILTRADO Y SIN AGITACION
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Figura 66. Resistencia de membrana a diferentes condiciones del sistema de filtracidon tangencial con sistema
de prefiltrado.

El contraste (Figura 66.) entre la capacidad de resistencia de membrana expone
que la capacidad limpieza del agua caliente mantiene una relacion entre cada uno
de los picos, aunque, con la limpieza del agua estéril, la capacidad de retencion es
menor. La presencia de particulas solidas dentro del agua del grifo de la llave por
mas que se caliente y filtre, muestra claramente las fallas dentro del suministro de
agua.

La accion del agua caliente dentro del sistema en general y en especial en la
membrana muestra que no logra remover los remanentes sobre la membrana,
hecho que puede estar asociado a que los diluye y favorece a que se adhieran a la
membrana.
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Figura 67. Diferencias entre ciclos de filtracion en ensayos con sistema de prefiltrado y agitacion magnética

La Figura 67. Relaciona las diferencias que presentan cada uno de los ensayos
realizados dentro de la caja de filtracién tangencial con sistema de prefiltrado y con
agitacion magnética. Se observa que al emplear el retrolavado con agua caliente se
mantiene una correlacion optima R?= 0,9973, pero presenta los picos mas altos
después del segundo retrolavado y el ultimo, mientras que en el primero se
evidencia el pico mas bajo.

Realizar los retrolavados con agua caliente como purga y de alli agua estéril
comercial para los demas ensayos puede propiciar una mejor limpieza en la
membrana.

7. CONCLUSIONES

La adicion menor del catalizador a la resina, evita considerablemente la formacion
de poros de las piezas al momento de curado.
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Implementar trozos de acetato en las zonas huecas de las piezas permite mantener
las superficies lisas, lo que ayuda al desmonte de la pieza

Lubricar los moldes de caucho de silicona con vaselina previo a servir la resina
facilita el retiro de las piezas en resina del molde de caucho.

Ejercer en la parte superior y laterales de los moldes presion en el tiempo de curado,
genera homogeneidad de la solucion dentro del molde, evitando la inestabilidad de
piezas complementarias

La implementacion de la bomba jeringa a una velocidad constante, permite
identificar un comportamiento lineal de caudal.

Se comprobd el comportamiento continuo que tiene el mdédulo de presion,
estableciéndose con precision el valor minimo y maximo que mide de cambio de
volumen, una alternativa para cambiar los mandémetros convencionales, ya que
registra 20 datos por minutos.

El sistema de prefiltrado y agitacion magnética son buenas alternativas para hacer
mas eficiente y 6ptimo el sistema de filtracion tangencial para el tratamiento de
muestras, la implementacion de ambos acoples permite un mayor paso de volumen
sobre la bomba jeringa.

El sistema de agitacion magnética con el agua caliente es una buena alternativa de
lavado en caso dado que no se cuente con agua estéril o solucion quimica para
remover la torta de la membrana, ya que mantiene el tiempo de retencién de la
membrana, conservando los valores minimos y maximos de presion cercanos.

La aplicacion de los acoples de prefiltracion y agitacion en todo el sistema favorece
la eliminacion de remanentes en la membrana y prolonga la utilidad de la misma.

8. RECOMENDACIONES

Establecer la durabilidad que tiene la membrana con la aplicacién de diferentes
concentraciones de cultivos de levadura y otro tipo de biomasas.

Realizar una extension a la bomba jeringa de manera que el embolo no quede
inestable en ocasiones en el momento que se esta realizando la transferencia de
muestra al sistema de filtracién tangencial.

La pieza de soporte del embolo a la bomba de filtracién tangencial contenga una
cubierta en caucho u otro material que facilite su retiro y evite la ruptura de la pieza
en el momento de montarla o viceversa.
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Emplear un empaque doble o mas ancho para el ajuste del sistema de roscado de
la rendija que sostiene la membrana y por donde se emite el agua para el lavado
del sistema tangencial.

Implementar una tapa o cubiertsa en la parte superior de la pieza anterior
mencionada, para evitar la interferencia de otro tipo de agentes o microorganismos
del ambiente que puede afectar la retencion en la membrana.

Mejorar los acoples de entrada y salida del sistema de filtracion tangencial de
manera que puedan entrar se ajustado a presion y con roscado y asi evitar posibles
fugas.

Realizar un acople removible y adaptable para el sensor de presion de manera que
pueda graduarse al largo de la manguera de salida o transferencia del volumen
evitando las fugas o rupturas de la pieza soporte o del mismo sensor.

Ajustar el sistema de prefiltracién a la bomba jeringa de manera que el producto,
pase inmediatamente a la jeringa o se tenga la menor manipulacion de la muestra
antes de pasar el sistema de filtracion tangencial.

Desarrollar ensayos de limpieza con un tensoactivo previo a la esterilizacion y
determinar si favorece con la remocién de residuos presentes en el sistema de
filtracion tangencial.

Adecuar el mecanismo de entrada y salida al sistema de filtracién tangencial, que
permita hacer el lavado por la misma entrada por donde se inyecta la muestra de
estudio.

Elaborar ensayos con otro tipo de microorganismos
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