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RESUM

L’objectiu general d’aquest treball va sci pusar a punt la metodologia d’obtencié de
concentrats de sérum (plasma sense fibrinogen) a escala de planta pilot, per poder
obtenir una quantitat suficient de producte que permetés fer proves d’aplicacié del
sérum com a substitut d’ingredients funcionals en productes carnis cuits o altres

matrius alimentaries.

Per assolir aquest objectiu es va obtenir plasma per centrifugacié de sang porcina
d’escorxador, es va precipitar el fibrinogen amb la técnica salting out amb sulfat
amonic i es va separar el sérum, el qual es va concentrar i dessalar mitjancant un

equip modular d’ultrafiltracié tangencial amb membranes polimeériques espirals de 10

i 30 kDa.

El procés de fraccionament que es va aplicar va permetre una precipitacio
satisfactoria del fibrinogen, a partir de 1’addicié de (NH4)2SO4 (sulfat amonic) fins a
una concentracié del 20 %. Després es va procedir a concentrar i eliminar 1’excés de
sals afegides durant el fraccionament, aplicant la tecnologia de separacid per

membranes.

L’eficacia de les operacions de concentracio i dessalat es va avaluar a partir de la
caracteritzacio fisico-quimica de diferents mostres recollides durant el procés
d’obtencid del serum concentrat 1 amb el seguiment de la taxa de permeaci6 1 de la
cinética d’eliminacié de sals del sérum. Es va determinar la conductivitat i es va
analitzar el contingut en extracte sec, proteina i cendres del plasma inicial, del serum
obtingut per salting out, del sérum i del permeat obtinguts després de I’ctapa de
concentracio i del producte final després de la diafiltracio (sérum concentrat i

dessalat).

Per tal de garantir la conservacié del serum concentrat fins la seva utilitzacid en
proves d’aplicacio, es va procedir a deshidratar-lo per atomitzacié i tambe es va fer la

caracteritzacio fisico-quimica del producte en pols.



El procés d’ultrafiltracié (concentracio) amb un Factor de Concentracid Volumétric
(FCV) de 2, tant amb la membrana de tall molecular de 10 com amb la de 30 kDa, va
permetre eliminar part del contingut en sals, ja que la conductivitat del serum es va
reduir entre un 13 i un 15%. Les pérdues de proteina en el permeat van ser inferiors al
0,17% i les caracteristiques fisico-quimiques del producte obtingut van ser similiars pels
dos tipus de membrana (10 i 30 kDa).

El procés de diafiltracidé va permetre assolir un grau d’eliminaci6é de sals satisfactori,
amb una reduccid de la conductivitat del sérum d’aproximadament el 82%. Les pérdues
de proteina en el permeat de diafiltracid van ser relativament petites (<15%), tot 1 que el

grau de recuperacio proteica va ser lleugerament superior amb la membrana de 10 kDa.

Durant el procés de concentracio i dessalat es va determinar la taxa de permeacio a
partir del pes de permeat recollit, que es va mesurar en linia i es va anotar a intervals de
temps regulars (aproximadament cada 2,5 min) i tenint en compte la superficie filtrant
de les membranes (0,32 m?). El temps total del procés d’ultra i diafiltracio va ser més
elevat amb la membrana de 30 kDa (2 hores i 18 minuts) que amb la de 10 kDa (2 hores

i 45 minuts).

La tecnologia de separacié per membranes va ser adequada per obtenir concentrats de
sérum i va permetre eliminar 1’excés de sals afegides durant el fraccionament. El
producte final deshidratat contenia quasi un 88% de proteina, un 1,4% de cendres i una

humitat residual al voltant del 6%.

En general podem dir que el procés que es va posar a punt va permetre produir la
quantitat de serum concentrat necessaria per fer proves d’aplicacio com a substitut

d’ingredients funcionals en productes carnis cuits o altres matrius alimentaries.
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1. INTRODUCCIO

1.1. El sector porci

El sector porci ocupa el primer lloc a nivell mundial en producci6 de carn. Asia és el
continent més important en quant a cens i produccid. Segons dades de la F.A.O.
(FAOSTAT, 2010), el 2008 un 39% de la produccié mundial de carn és de porci, el que
correspon a més de 103 milions de tones de carn.

Centrant-nos en el continent Europeu, la producci6 de carn de porci és del 20 % de la
produccié mundial. Alemanya i Espanya en son els paisos capdavanters. Finalment, a
casa nostra, Catalunya lidera el sector porci espanyol, ja que ¢és la regié de 1I’Estat amb
una produccié més elevada, i en continu creixement. Aixi, veiem que I’any 2009 es van
sacrificar més de 17 milions de caps i es van obtenir 1.338.063 tones de carn. Segons
dades del Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca, Alimentacié i Medi Natural
(2009).

Un derivat important del sacrifici de porci és la sang. La sang porcina pot ser
considerada com un residu, de manera que el gran volum que es genera en els
escorxadors representa un problema mediambiental que cal eliminar, o bé es pot
considerar i tractar com a un subproducte revaloritzable, gracies principalment al seu

elevat contingut en proteines amb bones propietats nutricionals i funcionals.

1.2. La sang porcina com a residu de la indUstria carnia

L’any 2008 a I’estat espanyol es van realitzar més de 41 milions de sacrificis de porcs

destinats al consum, el que representa unes 165.000 tones de sang (FAOSTAT, 2010).

La sang té un poder contaminant elevat degut a I’increment de carrega organica que
representa si no es tracta separadament dels efluents de l’escorxador. La demanda
quimica d’oxigen (DQO) de la sang pot superar els 370.000 mg/L (Ockerman i Hansen,
1994) i la demanda biologica d’oxigen (DBO) és de I’ordre de 250.000 mg/l (Martin,
2001). Aixo fa que, abans del seu abocament, s’hagi de tractar per reduir el seu impacte

medioambiental. A més a més, les elevades concentracions de nitrogen fan que, per
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aconseguir un tractament correcte en una planta de depuracid, siguin necessaris

processos nitrificants-desnitrificants, que encareixen notablement aquest procés.

Una possible opcio per a eliminar la carrega organica de la sang és la seva incineracio.
Tanmateix, en incinerar-la es produeixen fortes olors que, especialment en les zones
urbanes, s’han d’eliminar o reduir considerablement mitjancant un equip de

condensaci6 adequat (Veall, 1993).

Per tant, la sang derivada del sacrifici d’animals és un problema per diferents raons:

e Se’n genera un elevat volum
e Té un elevat poder contaminant

e El seu tractament suposa un elevat cost

Una de les possibles maneres de fer front a aquest problema consisteix en desenvolupar

sistemes que permetin I’aprofitament 1 revaloraci6 de la sang.

1.3. La sang porcina com a subproducte de la indUstria carnia

La sang té caracteristiques fisiques i quimiques que la fan apta per a molts usos
industrials i, per tant, pot ser considerada com a un subproducte de les indUstries
carnies. El fet de no aprofitar-la suposa, no només una despesa economica degut a la
inversio que requereixen els processos d'eliminacié i disminucié del seu impacte

contaminant, sin6 també la perdua d'una font potencial d'ingressos.

La sang dels animals té moltes possibilitats d’aprofitament: aliments, pinsos, productes
de laboratori, usos medics, productes industrials diversos, com a fertilitzant, etc. (Taula
1.1).
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Taula 1.1. Usos de la sang. (Divakaran, 1980)

Emulsionant, estabilitzant, clarificant, additiu de color,
Aliments component nutricional.

Suplement de lisina, estabilitzador de vitamines, substitut
Pinsos de la llet, component nutricional.

Revestiment de llavors, estabilitzant del pH del sol,
Fertilitzants components minerals

Medis de cultiu, analisi de tanins, carbd actiu, hemina
Laboratori agar sang, peptones, glicerofosfat, albumines, globulines,
esfingomielina, catalasa.

Proves d’aglutinacié, immunoglobulines, técniques de

Medicina fraccionament, factors de coagulacio, sutures, fibrinogen,
productes de fibrina, serotonina, plasminogen, additius de
plasma.

Adhesius, additius per resines, finalitzadors per cuiro i

IndUstria teixits, coadjuvants en insecticides polvoritzables,

formigd pords, substitut de la clara d’ou, extintors
d’incendis, fabricacié de ceramica i plastic, formulacions
base de plastics i cosmeétics.

La recollida de la sang implica un elevat consum energétic, perd generalment resulten
més cars els sistemes de depuracido i I’energia utilitzada en depurar els efluents

carregats de sang, aixi com el pagament dels canons d’abocament.

Una de les vies d’aprofitament de la sang és el seu Us en alimentacié humana. La sang
¢s rica en proteines (18%) i, si prové d’animals sans i es processa en condicions

higiéniques, es pot utilitzar per obtenir hemoderivats aptes pel consum huma

Una de les etapes més critiques per garantir la qualitat sanitaria de la sang és el moment
de la seva recollida durant el procés de degollat a I’escorxador. La sang d’animals sans
inicialment és esteril, per tant, la contaminacié microbiologica que conté quan es troba
en el diposit d’emmagatzematge es deu al procés de recollida. En sistemes oberts, el
dessagnat vertical és el métode classic que permet recollir la sang que cau per gravetat
dins una cuba de sagnat on es dosifica una solucié anticoagulant (citrat trisodic o
polifosfat), mentre I’animal es va desplagant penjat d’un sistema de transport per carrils.
Per altra banda, també es pot utilitzar un sistema de dessagnat horitzontal amb I’animal
ajagut damunt una cinta transportadora i una cuba de recepcié amb doble pendent, de
forma que la sang procedent de la zona on s’ha realitzat el tall, es pot separar de la resta
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d’efluents de I’animal (aigua de rentat o excrements); la qual cosa permet recollir sang
meés higienica que amb el metode vertical. En ambdds casos, la sang amb anticoagulant
recollida s’ha de refrigerar el més aviat possible per minimitzar les possibilitats de
creixement microbiologic, 1 ha de ser bombejada cap als diposits d’emmagatzematge

refrigerats, on es mantindra fins al seu processament.

Com a alternativa a aquests sistemes de recollida, existeixen sistemes tancats per
extreure higiénicament la sang dels animals, que consisteixen en utilitzar un ganivet de
fulla balmada amb un disseny especial, connectat mitjancant un tub flexible a un tanc
refrigerat, que evita que la sang es barregi amb substancies estranyes. El ganivet sanitari
té un dispositiu, que li permet afegir anticoagulant durant el procés de recollida, i sovint
també té una bomba que proporciona una pressié negativa (succid) que permet accelerar

el dessagnat.

Amb qualsevol dels dos métodes de sagnat, generalment es recull la sang de diferents
animals en un mateix recipient. Es podra utilitzar per al consum huma, només després
de que totes les canals dels animals hagin passat la inspeccid veterinaria
satisfactoriament. Si algun dels animals no supera la fase d’inspeccio el conjunt de la

sang no és adequada per a Us alimentari (Ockerman i Hansen, 1994).

1.4. Marc legal

Actualment, la utilitzacidé de la sang a Europa esta legislada per dues normatives, la
Directriu 77/99 CEE i el reglament 1774/2002 CEE. Per a la sang d’animals no
remugants, la normativa actual estableix tres denominacions possibles segons el resultat

de les inspeccions a que se sotmet I’animal:

a) La sang que prové d’animals que no han superat la inspeccié ante mortem es
considera material de risc 1, en conseqiiencia, €s un residu que s’ha de destruir

obligatoriament, perqué la normativa no en permet cap aprofitament posterior.

b) La sang dels animals que superen la inspeccié ante mortem, perd que no superen
0 no se sotmeten a cap inspeccio posterior al sacrifici, després de deixar-la

coagular 1 assecar (s’ha de sotmetre a un tractament d’esterilitzacié d’una durada
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minima de vint minuts a 133 °C i 3 bars de pressio) es transforma en “farina de
sang”. Aquest producte esta sotmeés a diverses restriccions i, tot i poder ser
destinada a alimentacié animal, no pot ser utilitzada per nodrir animals de

granja, ni es pot emprar com a fertilitzant de sols on aquestes pasturin.

c) La sang dels animals que superen tant el control ante mortem com el post
mortem pot ser processada per obtenir “hemoderivats”, productes que es poden
destinar a [D’alimentacidé humana, a [’animal i a la indastria meédica i

farmaceutica.

1.5. Estructura i composicio de la sang

La sang conté components solids (eritrocits, leucocits i plaquetes) en suspensio en un
medi liquid, el plasma sanguini. La sang sencera i aquestes dues fraccions, que es poden

separar per centrifugacio, presenten la composicié que es mostra en la Taula 1.2.
El plasma és la fraccio acel-lular de la sang, i esta constituida per aigua

(majoritariament), proteines, sals minerals, greixos... Entre aquestes proteines conté el

fibrinogen. El serum és plasma sense fibrinogen, és a dir, plasma desfibrinat.

Taula 1.2. Percentatges de composicié de la sang (Ranken, 1980)

Compost Sang Plasma Fraccio cel-lular
(60%) (40%)
Aigua 80 90.8 60.8
Sals minerals 0.9 0.8 1.1
Greixos 0.2 0.1 0.4
Proteines 17 7.9 35.1
Altres 1.1 04 2.6

Les proteines de la sang constitueixen aproximadament el 10 % de les proteines totals
dels animals (Ockerman i Hansen, 1994). L’elevat contingut en proteina fa que sigui un
producte interessant per enriquir alguns productes alimentaris, tant per la seva

funcionalitat tecnologica, com pel seu valor nutricional.
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1.5.1. Fraccio cel-lular

Aquesta fraccio constitueix un 40% de la sang i té una densitat entre 1.084 i 1.098
mg/mL (Ockerman i Hansen, 1994). Separada de la fraccié plasmatica conté entre un 28
I un 38% de proteina. EI 90% de les proteines es troben en forma d’hemoglobina, la
qual és una proteina tetramérica de 68 kDa, transportadora d’oxigen que es localitza en
I’interior dels eritrocits o globuls vermells 1 és la responsable del color vermell de la
sang. Altres elements que composen la fraccié cel-lular a part de ’hemoglobina i els

eritrocits son els leucocits i plaquetes.

1.5.2. Fraccio plasmatica

Aquesta fraccio constitueix un 60% de la sang i té una densitat entre 1.019 i 1.029
mg/mL (Ockerman i Hansen, 1994). El plasma és un liquid amb un 6-8% de proteines
d’elevat valor nutritiu que posseeixen capacitat emulsionant i capacitat de formacié de
gels per escalfament. Les proteines majoritaries son: I’albumina, les globulines i el

fibrinogen (Figura 1.1).

La seroalbumina és la proteina més abundant, ja que representa un 60% de la massa
total de les proteines plasmatiques. Esta constituida per una cadena peptidica Unica de
582 aminoacids amb un pes molecular de 66 KDa. Aquesta cadena es polimeritza en
medi acid. Conté 17 enllacos S-S i un grup SH lliure. La funcio biologica de la
seroalbumina esta lligada fonamentalment a la fixacio i transport de petites molécules
organiques endogenes o0 exogenes (hormones, acids grassos, vitamines, medicaments
tals com antibiotics) o minerals (ions, metalls). La fixacié es fa, generalment, per

enllacos no covalents i freqlientment és reversible i no especifica (Cheftel et al., 1989).

Les globulines son un grup complex i heterogeni de glicoproteines que inclouen molts
enzims, proteines transportadores i proteines amb funcio immunologica, amb un ventall
molt ampli d’estructures i pesos moleculars. Es separen facilment de les albdmines per
precipitacié selectiva amb sulfat sodic al 27%. Hi ha tres tipus de globulines: a-
globulines, B-globulines i y-globulines. Dins de la a-globulines podem trobar el grup de
I’al-globulines, en el qual es distingeixen, la orosomucoide de 41 kDa, la al-

antitripsina de 54 kDa i la al-fetoproteina de 70 kDa. Dins el grup de 1’ a2-globulines
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es troben, les haptoglobines, a2-macroglobulina de 850 kDa i la ceruleoplasmina de 150
kDa. Entre les B-globulines, la proteina més important és la transferrina, amb un pes
molecular de 80 kDa, i finalment dins de les vy-globulines hi trobem les

immunoglobulines que tenen funcio immunitaria (Cheftel et al., 1989).

El fibrinogen és una proteina fibrosa, precursora de la fibrina, proteina responsable de la
coagulacié sanguinia. Es una gran molécula asimétrica, molt allargada (relacio axial
20/1), constituida per tres tipus de cadenes peptidiques (Aa, BB 1 By). T¢ una estructura
quaternaria formada per 6 cadenes unides per ponts disulfur (Alais i Linden, 1990). Esta
sota la forma de dimer amb pes molecular de 340 kDa (Cheftel et al., 1989). Es soluble

en presencia de sals i insoluble en aigua pura.

Figura 1.1. Representacié de les molécules de les proteines plasmatiques majoritaries.
D’esquerra a dreta: albumina, immunoglobulina G i fibrinogen (Davila, 2006)
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1.6. Aprofitament de les proteines plasmatiques en la industria
alimentaria

En la industria alimentaria, 1’aprofitament de la sang o d’alguna de les seves fraccions,
especialment el de les proteines plasmatiques, es basa en les seves excel:lents propietats

funcionals.

El terme “propietat funcional” que s’aplica als ingredients alimentaris, es defineix com
tota propietat no nutricional que influeix en la utilitat d’un ingredient en un aliment (en
especial, la textura), pero també poden tenir un paper decisiu en el comportament fisic
dels aliments o dels ingredients alimentaris durant la preparacid, transformacié o

emmagatzematge (Cheftel et al., 1989).

Les proteines presenten unes propietats funcionals que poden contribuir a les
caracteristiques desitjades d’un aliment. Les propietats funcionals que intervenen

habitualment en cada aliment sén diverses (Taula 1.3).

S’han fet molts estudis de funcionalitat de les proteines plasmatiques (Tybor et al.,
1975; De Vuono et al., 1979; Howell and Lawrie, 1984a; Howell and Lawrie, 1984b;
King et al., 1989; O’Riordan et al., 1989; Raéker and Johnson, 1995; Oshodi and
Ojokan, 1997; Parés et al., 1998a; Parés et al., 1998b; Duarte et al., 1999; Parés et al.,
2000; Parés and Ledward, 2001; Silva and Silvestre, 2003; Ramos-Clamont et al.,
2003).

Les proteines plasmatiques es poden considerar bons ingredients funcionals,
interessants per les propietats relacionades amb la seva capacitat de gelificacié per calor
1 d’afavorir la formaci6 1 estabilitzacié d’ emulsions 1 escumes. Per exemple, el plasma
es pot incorporar en productes carnis com a agent gelificant i espesseidor, i en la
industria flequera pot servir com a substitut de derivats de 1’ou, no només per raons
economiques i funcionals (Howell, 1995), sin6 també per eliminar ingredients

potencialment al-lergeénics d’algunes formulacions.

12



Introduccié

Taula 1.3. Propietats funcionals proteiques que participen en les caracteristiques de

diversos aliments (Cheftel et al., 1989)

Aliment

Propietats funcionals

Begudes

Solubilitat a pH diferents, estabilitat al
calor, viscositat

Potatges, salses

Viscositat, emulsionant, retencié d’aigua

Massa de forn

Formacié d’una matriu i d’una pel-licula
que tingui propietats de viscoelasticitat,
cohesid, desnaturalitzacio per la calor,
gelificacio.

Productes de forn i de pastisseria (per
ex., pa)

Absorcid d’aigua, emulsionant, escumant.

Productes lactics (per exemple,
formatge fos, gelats, postres)

Emulsionant, retencio de matéria grassa,
viscositat, escumant, gelificacio,
coagulacio.

Reemplacants d’ou

Escumant, gelificacid

Productes carnis (per ex., salsitxes)

Emulsionant, gelificacid, cohesio,
absorcid 1 retenci6 d’aigua 1 de materia
grassa.

Productes similars a la carn (per ex.,
proteines vegetals extrusionades)

Absorcid i retenci6 d’aigua i de materia
grassa, insolubilitat, fermesa,
masticabilitat, cohesio, desnaturalitzacio
per el calor.

Recobriment alimentari

Cohesi6, adhesi6

Productes de confiteria i xocolateria
(per ex., xocolata amb llet)

Dispersabilitat, emulsionant.

El plasma sanguini a 1’escalfar-se forma un gel i si es bull durant 15-20 minuts es

solidifica, a 1’igual que la clara d’ou. Quan s’utilitza en els embotits es redueix la

retraccio i augmenten els rendiments (aproximadament el 4-5%), la textura dels

productes acabats es millora, degut a les propietats gelificants del plasma.
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L’us del plasma sanguini en productes de forn també és prometedor. El plasma sanguini

té una gran capacitat escumant (similar a la de I’albimina d’ou) i d’inflament, per tant el

plasma assecat per polvoritzacio s’ha utilitzat amb €xit com a substitut de la clara d’ou.

El sérum sanguini s’utilitza en el laboratori com a solucié model per a valorar 1’activitat
dels enzims proteolitics, com a medi per a la propagacié de virus, en la produccio de
vacunes viriques i com a medi bacteriologic (Ockerman i Hansen et al., 1994).

També s’han realitzat estudis de potencials aplicacions de proteines plasmatiques
aillades (Taula 1.4). Pel qué fa a I’albimina, la proteina més soluble, podria ser
utilitzada com additiu texturitzat en 1’elaboracio de productes lactis com el iogurt, degut
al seu efecte sobre la viscositat (Davila et al., 2007; Alvarez et al., 2009). El fibrinogen,
amb la solubilitat més baixa que la resta de proteines plasmatiques (Davila et al., 2006),
presenta una elevada capacitat emulsionant (Alvarez et al., 2009) i es podria afegir com
additiu en aliments amb alt contingut en greix, com ara galetes o productes carnis.
També s’ha comprovat, per exemple, que 1’s d’albiimina i globulines en la produccid
d’hamburgueses incrementa la seva acceptabilitat, olor i sabor (Pérez Gavilan et al.,
2007).

Les proteines del plasma, albdmina i globulina, sén també bons agents emulsionants.

Quan es compara amb altres additius, la caseina és millor agent emulsionant que el
plasma sanguini, perd el plasma sanguini és millor que la farina de soja i que les

proteines carnies (Cheftel et al., 1989).
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Taula 1.4. Aplicacions de les proteines plasmatiques en diferents aliments segons les
propietats funcionals (Alvarez et al., 2009)

Aliment Proteina Adequada Propietat Funcional
Productes de fleca/forn Plasma Capacitat escumant

Gelificacio
Solubilitat

Productes de pastisseria Fibrinogen i plasma Capacitat emulsionant
Solubilitat

Productes carnis Globulines Capacitat emulsionant
Solubilitat

Capacitat gelificant

Productes lactis Plasma i albimina Solubilitat
Gelificacid
Ovoproductes Plasma Capacitat escumant

1.7. Sistemes de fraccionament del plasma per a la obtenci6 de serum

El serum sanguini és equivalent al plasma perd sense les proteines involucrades en la
coagulacio, entre les quals el fibrinogen és la majoritaria. Per tant, a partir del plasma
sanguini obtingut de la centrifugacié de la sang de porci, podem obtenir el sérum
separant el fibrinogen. Existeixen diferents tecniques que es poden utilitzar per al
fraccionament de les proteines del plasma. A la Taula 1.5 es mostren les tecniques meés
utilitzades agrupades segons si la separacio es basa en un principi fisic, fisicoquimic o
cromatografic. Les dues tecniques més usades son el metode de Cohn (precipitacié amb

etanol) i el salting out (addicié de sulfat amonic).

Aquestes tecniques hauran de tenir en compte aspectes com la puresa i la qualitat durant
I’aillament de les proteines per obtenir-les integres. Aquest interés per a la seva obtencio
pot estar motivat per diversos factors, entre els quals es troben aspectes nutricionals,

funcionals, organoleptics i economics (Diaz i Rendueles 1999).
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Taula 1.5. Métodes utilitzats en la separacié (o fraccionament) de proteines
plasmatiques (adaptat de Burnof, 2007)

Principi Técnica Descripcio
. ... .. | Es basa en el diferencial de solubilitat a baixes
Crioprecipitacio temperatures, que es situen entre 1 i 4 °C
Fisic ’
Ultrafiltracié | Procés de fraccionament selectiu on la mida dels
porus de les membranes determina el pas de les
Microfiltracio | proteines en funci6 del seu pes molecular.
També conegut com métode de Cohn. Es un dels
métodes més utilitzats. Consisteix en la
precipitacié de diferents proteines en funcié del
seu punt isoelectric a base de: concentracio
L d’etanol (10-40%), pH (7,4-4,5), forca ionica i
Precipitacié amb temperatura (-3/-6°C).
etanol o o
- e La precipitacio de les proteines s’inicia per les
Fisicoquimic menys solubles fins les més solubles. L’etanol, a

més pot contribuir a I’eliminacié de
contaminants infecciosos, degut a la seva
activitat bactericida i antivirica.

Precipitacié amb
sulfat

Consisteix en 1’addici6 de sulfat amonic
(NH4)2SO4 per provocar una precipitacid
selectiva de les proteines en una solucidé en
funcié de les caracteristiques de solubilitat

diferencial en medis amb diferents
concentracions de sal. També se [’anomena
salting out.

Cromatografic

Filtracio en gel

Aquest tipus de cromatografia separa les

substancies en funcié del pes molecular.

Intercanvi ionic

Es tracta d’una cromatografia on la separacio es
realitza en funcio de la carrega ionica.

Cromatografia
d’afinitat

Es una cromatografia per adsorci6 on
s’aconsegueix una separacid gracies a l’elevat
grau especificitat en la interaccid entre
’adsorbent i el compost a separar.
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1.8. Tecnologies de separacié per membrana

1.8.1. Fonaments

Les aplicacions de tecnologies de separacid per membranes dins les industries
agroalimentaries son nombroses i variades, i representen sovint la solucié a problemes
que altres tecnologies no poden resoldre mitjancant un tractament compatible amb el
valor del producte final. Qualsevol liquid alimentari amb valor nutricional, degut als
seus constituents macromoleculars, pot ser purificat o concentrat en una sola operacio

per aquestes técniques de membrana (Maubois, 1974).

Una membrana es pot considerar que és una barrera o pel-licula permeoselectiva entre
dos medis fluids, que permet la transferéncia de determinats components d’un medi a

I’altre a través d’ella i evita o restringeix el pas d’altres components (Raventos, 2003).

La permeabilitat selectiva esta regida per la mida de la particula, per 1’afinitat quimica
amb el material de la membrana i/o per la mobilitat dels components a través de la

membrana (moviment difusiu o convectiu) (Raventds, 2003).

Les membranes per a ser efectives en els processos de separacié i filtracid, han de ser
resistents quimicament, tant a I’aliment com als productes de neteja, ser mecanicament 1
termicament estables, tenir una permeabilitat elevada, alta selectivitat i resisténcia a les

operacions.

En els processos de membrana podem distingir:

e Aliment: Es la solucio que es vol tractar, el producte inicial del procés.

e Permeat: Es el liquid que travessa la membrana, i esta constituit pel

solvent i alguns soluts que han travessat la membrana.

e Retentat: Es la part de 1’aliment que no travessa la membrana, i per tant,
conté una part del solvent i una concentracié incrementada de les

substancies que no poden travessa-la.
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Depenent de quin sigui 1’objectiu del procés ens pot interessar recuperar el permeat (per
ex. en processos de purificacio on es pretén eliminar impureses de baix pes molecular),
el retentat (per ex. en processos de concentracio), o bé les dues fraccions (per ex. en

processos de fraccionament).

La forca impulsora és la que ha de permetre separar els components de la soluci6

forcant el seu pas a traves de la membrana. Per tal que el procés es doni a una velocitat
adequada, la forca impulsora ha de ser superior a la minima necessaria (Raventos,
2003). La for¢a impulsora varia en funcié del tipus d’operaci6 amb membranes, podent
tractar-se d’una diferéncia de concentracio, de pressié o de potencial eléctric (Rodriguez
et al., 2002). En la Taula 1.6 es poden veure els diferents processos de separacio per

membrana segons la forca impulsora.

Taula 1.6. Processos de separacido de les membranes classficats segons la forca
impulsora (Raventos, 2003)

Principi Forca impulsora Operacio
Eléctric Gradient de potencial Electrodialisi
Quimic Gradient de concentracions Dialisi/Pervaporacio

Osmosi inversa
. ) . Nanofiltracio

De pressio Gradient de pressio _ .
Ultrafiltracio

Microfiltracié

En la Figura 1.2 es mostren els dos tipus de flux que es poden utilitzar en un procés de
filtracio. Podem bombejar la soluci6 perpendicularment sobre la membrana filtrant o bé
treballar amb un flux creuat, de manera que la solucié flueixi sobre la membrana
tangencialment. Amb el flux perpendicular és facil que es crei una capa concentrada de
molécules retingudes a una banda de la membrana, les quals dificulten el pas d’altres
components i acaben provocant la colmatacid. En canvi, amb el flux tangencial es crea
un efecte d’auto-neteja, ja que el propi flux circulant a alta velocitat redueix la deposicio
per arrossegament de part de les molecules o particules que podrien colmatar la

membrana.
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Capa Polaritzada
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Figura 1.2. Diferéncia en el tipus de flux
Font: http://www.acsmedioambiente.com/equipos/ultrafiltracion.htm

Alguns dels parametres de procés que tenen una influéncia més significativa en els
resultats d’aplicaci6 d’aquesta tecnologia son el factor de concentracid i1 la taxa de

permeacio.

El factor de concentracio (FC) és la relacié del volum inicial del producte a concentrar i
el volum final del producte concentrat que s’obté, quan finalitza el procés. En funcié del
factor de concentracidé que es pretengui assolir, caldra treballar amb un sistema que
permeti la recirculacié del producte i el manteniment del procés fins que s’hagi extret el

volum de permeat prefixat (Casp i Abril, 1998).

La taxa de permeacio és el volum de permeat per unitat de superficie filtrant i per unitat
de temps que es va obtenint al llarg del procés (L/mh). Es pot mantenir constant durant
tot el procés, sense necessitat de modificar parametres, com la pressi6 transmembrana o
el cabal de recirculacio, o pot anar disminuint al llarg del procés quan es donen

fendmens de polaritzacio.

La pressio transmembrana és el diferencial de pressio entre el costat de 1’alimentacio i el
del permeat en una membrana. En incrementar la pressio transmembrana s’incrementa
el flux de permeat, perd també influeix en I’increment de les deposicions sobre la

membrana, que fa que a llarg termini, el flux disminueixi (Raventos, 2003).

La polaritzacid per concentracid és una conseqiéncia directa de la permeabilitat
selectiva de les membranes. T¢ lloc quan les molecules de solut del cabal d’alimentacid

no poden passar a traves de les membranes, queden retingudes i s’acumulen damunt la
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superficie de la membrana, on es comenca a formar una capa limit en la superficie
filtrant per la banda de I’alimentaci6. Una de les conseqiiéncies principals d’aquest
fenomen és la reduccio de la taxa de permeacio. Per tant, s’observa una disminucio en el
permeat que s’obté i es disminueix aixi I’eficiéncia de tot el procés, ja que augmenta el
temps de la filtracio. Quan aquest fenomen és molt prolongat en el temps pot produir

I’embrutiment o colmatacié de la membrana (Torres et al., 1996; Vilardell, 2010).

A T’hora d’utilitzar la tecnologia de separacid per membranes hi ha una série

d’avantatges 1 d’inconvenients. Es poden veure a la Taula 1.7.

Taula 1.7. Avantatges i inconvenients de la separacio per membranes (Raventds, 2003)

Avantatges Inconvenients

. No és necessari escalfar 1’aliment o Inversio inicial important.

(no hi ha perdua de productes termolabils). e Variacions de flux del producte

o La concentracié per membranes no que es vol filtrar.

exigeix un canvi de fase. .
g e  Obstruccio de la membrana, que

. Té menys despeses de mantenimenti | redueix el temps de funcionament
ma d’obra que I’evaporacio efectiu entre dues sessions de neteja

, C . consecutives.
° T¢ poques exigencies d’espai.

e  Concentracio i desenvolupament
de microorganismes, si el temps de
permanencia i la temperatura de
treball son adequats.

L’any 2002 Rodriguez i altres, distingeixen tres grups diferents d’operacions de

separaci6 amb membrana, segons 1’objectiu que es vulgui assolir:

e Operacions de purificacio o clarificacio: La separacié té com a objectiu la

eliminacié de components no desitjables, que habitualment son rebutjats i
retinguts per la membrana. Per tant, el producte amb valor comercial sol ser la
fase que travessa la membrana. Un exemple d’aquest tipus d’operacio és la
clarificaci6 de vins i cerveses, la purificaci6 de sucs de fruites, la

desmineralitzacio i purificaci6 d’aigua, etc.
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e Operacions de fraccionament: Es separen determinats components presents en el

medi. Interessen tant els retinguts per la membrana com els que la poden
travessar. En aquest grup es troben operacions com les de fraccionament de

proteines i enzims.

e Operacions de concentracio de dissolucions: S’climina part del dissolvent
present en la dissolucié fent-lo passar a través de la membrana. El producte
d’interes en la separacio és la dissolucié concentrada, que queda retinguda per la
membrana. En la industria alimentaria s’utilitzen aquest tipus d’operacions per a
concentrar dissolucions de diferents productes: sucs de fruita, olis vegetals,
enzims, llet, clara d’ou, café, extractes naturals, coto, acid citric, sucre, pasta de

tomaquet, etc.

1.8.2. Processos i aplicacions

Existeixen molts tipus de tecnologia de separacié per membrana, pero principalment
son quatre els processos que utilitzen la pressié com a forca impulsora per a realitzar la
separacio en fase liquida mitjancant membranes de permeabilitat selectiva. Aquests
processos sén la microfiltracio, la ultrafiltracio, la nanofiltracio i la osmosi inversa. La
grandaria de les particules i les seves propietats quimiques son el que determinen les
caracteristiques estructurals, com la mida i la distribucié dels porus de les membranes
en cada procés. Aquests processos es poden aplicar a diversos sectors de la inddstria,
entre els quals s’inclouen el sector lactic, les fruites i les hortalisses, les begudes i el

processament de llavors i sucres.

En la Figura 1.3 es pot veure el que pot retenir i deixar passar a través de la membrana

cada un d’aquests processos.
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Particules en suspensio

Microfiltracié Y

; Macromolecules
Ultrafiltracio

Sal, Sucre
Osmosi Inversa

> ®

\1 Aigua pura

Figura 1.3. Diferents processos de la tecnologia de separacid
per membrana (Raventds, 2003).

1.8.2.1. Microfiltracié (MF)

Consisteix en la separacio de les particules en suspensié en un liquid, principalment
bacteris i llevats. Les membranes de MF es classifiquen pel diametre de les particules
més petites que queden retingudes i oscil-la entre 0,1 i 10 um. Les pressions de treball

sOn més baixes que la resta de processos, entre 0,1 i 2 bar.
Es una técnica d’higienitzacid, més que de concentracio, perqué la composicio del

permeat és practicament la mateixa que la del liquid inicial, mentre que el retentat conté

els microorganismes que contaminaven el producte tractat.
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1.8.2.2. Ultrafiltracio (UF) i Diafiltracié (DF)

La UF en general serveix per a concentrar grans molécules i macromolecules de pes
molecular d’entre 1 1 500 kDa, com les proteines i el mid6é. També s’utilitza com a
pretractament per als sistemes de nanofiltracio i osmosi inversa. La pressio de treball

oscil-la entre 2 i 5 bars.

El factor d’embrutiment de la membrana durant I’ultrafiltracié6 provoca un disminucid
del flux de permeacié amb el temps. Aquest factor d’embrutiment o fouling és molt
estudiat en aquest tipus de membranes i1 s’intenta evitar amb un pretractament de
I’aliment i/0 modificant les propietats fisicoquimiques de la membrana. Si
s’aconsegueix reduir aquest embrutiment s’han d’aplicar menys productes quimics per a

la neteja, de manera que la vida util d’aquestes membranes s’allarga.

La diafiltracio és un procés que introdueix una modificacio en el procés d’ultrafiltracio,
que consisteix en 1’addicié d’aigua al producte d’alimentacid/retentat a mesura que es
va separant el permeat, amb la finalitat de facilitar el pas d’alguns components,
basicament sals, a través de la membrana. EI volum del tanc d’alimentacié es manté
constant, perque 1’aigua s’addiciona a una taxa igual a la de permeacio. El procés de
diafiltracio es pot allargar fins que s’aconsegueixi una eliminaci6 satisfactoria dels

components a través del permeat (Winston i Sirkar 1992).

Existeixen altres aplicacions d’aquest procés en la indistria alimentaria. S’utilitza en la
recuperacio de lactoalbdmina i lactoglobulina a partir de serum de formatge, com a
meétode de preconcentracio de llet durant la fabricacio de formatge, en la clarificacio de
sucs de fruites, clarificacio de vins, concentracio de gelatines, etc (Rodriguez et al.,
2002).

1.8.2.3. Nanofiltracio (NF)

En la NF s’aconsegueix la concentracié de components organics per eliminacio de ions
monovalents (desmineralitzacid). Es retenen molécules de solut amb un pes molecular
d’entre 0,1 1 1 kDa. Les pressions d’operacio oscil-len entre 5 1 20 bars. Una possible

aplicacio de la NF és la desmineralitzacié de 1’aigua.
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1.8.2.4. Osmosi inversa (Ol)

En la OI s’aconsegueix la concentracid de solucions per eliminaci6o d’aigua. Utilitza les
membranes mes fines (amb porus de diametre menor a 1nm), que permeten separar les
molécules més petites. Les pressions de treball son elevades, entre 10 i 100 bar per

superar la pressié osmotica de les solucions de molécules de baix pes molecular.

L’aplicaci6 principal de 1’osmosi inversa €s la dessalinitzacio de 1’aigua marina per a la
seva potabilitzacid, perd cada cop és més utilitzada en la purificacié d’aigua residual
industrial o d’aigua superficial, per eliminar els contaminants organics o els residus

quimics.

1.8.3. Equips i materials

En la tecnologia de separacid per membrana existeixen quatre tipus de moduls
comercials que es mostren a la taula 1.8, junt amb les seves caracteristiques. Les
diferéncies geometriques de cada tipus en determinen aspectes importants, com els

rendiments i els costos.
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Taula 1.8. Caracteristiques basiques dels diferents moduls de membranes (Raventos,

2003)
Caracteristiques | Tubular Pla En espiral Fibres buides
Superficie de
membrana 25-100 200-500 500-2000 1500-6000
(m?/m?)
Flux (m*m?*dia) 0.3-1 0,3-1 0,3-1 0.004-0.1
Perdua de pressid 2-3 1-2 1-2 0.3
(atm) Turbulent Laminar Laminar Laminar
Velocitat 100-500 100-300 25-50 0,5
necessaria (cm/s)
Pretractament Filtre Filtre Coagulacio Coagulacio i filtre 50
i filtre 50 pum
pm
Facilitat de Bona Poca Poca Nul-la, risc elevat
neteja d’embussament
Canvi de Facil Facil Dificil Impossible
membranes
Cost Elevat Elevat Baix Baix
UF, dialisi, | UF, Ol, PV, | UF, Ol, NF, UF, Ol, dialisi,
Aplicaci6 MF cost energetic les més tractament d’aigua,
(ceramic) Ol | meés baix del | aplicables sucs, llet, solucions de
(polimers) | mateix volum sucre, molt
de liquid desenvolupades,
retingut. poliamides

asimetriques.

En un modul espiral les membranes en forma de lamina es col-loquen una sobre 1’altra

(de 4 a 10 lamines) 1 s’enrotllen sobre un eix central. Queda un cilindre que es col-loca a

I’interior d’un tub o cartutx. La capa activa de la lamina s’orienta cap a 1’exterior, de

manera que el flux de permeat va en direccié de I’exterior cap a I’interior, i els soluts

queden retinguts en aquesta superficie activa. Un cop el permeat passa la capa activa,

una malla porosa entre les lamines és 1’encarregada de conduir-lo cap a I’interior del tub

0 eix central. Entre les dues capes actives es col-loca una malla sintética, que condueix

I’aliment per tota la superficie de la membrana. Aquest conjunt o “sandvitx” és segellat
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per tal de no barrejar el corrent de permeat amb els altres corrents. El corrent
d’alimentacid i el corrent de concentrat son axials en la direccid de 1’eix central i
paral-lels a la superficie de la membrana, per a poder disminuir el fenomen de

polaritzacio. En la Figura 1.4 es pot veure un esquema d’un modul en espiral.

ALIMENTACIO

oo

RETINGUT PERMEAT

Figura 1.4. Modul de membrana en espiral (Raventds, 2003)

Els materials que s’utilitzen en molts processos de membranes poden ser molt diferents,

ja que tant el material com les configuracions ofereixen moltes possibilitats.

Es poden fabricar, amb polimers o0 amb compostos inorganics, membranes sintétiques

que poden ser utilitzades en un gran nombre de processos dins de la industria.
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Entre les membranes sintetiques podem distingir:

e Membranes polimériques 0 organigues: estan fetes per una gran varietat

de polimers. N’hi ha de dos tipus:

-Hidrofobes: politetrafluoroetile (PTFE, tefld), polivinil de fluor
(PVDF), polopropilé (PP), polietile (PE), polisulfona (PSF) o
polietersulfona (PES)

-Hidrofiles: estan fetes d’esters de celllulosa que soén

biodegradables, policarbonats (PC), o poliamides (PA).

e Membranes ceramiques o inorganigues: estan fetes de materials com
I’alimina (A1203), 1’0xid de zirconi (ZrO2) o 1’0xid de silici (SiO2).

Les membranes ceramiques o inorganiques son rigides i permeten un flux de 5 a 10
vegades més gran que les polimériques. Resisteixen els productes quimics i es poden
netejar facilment sense malmetre’n la capa superficial. Toleren temperatures elevades 1,
per tant, es poden esterilitzar, a diferencia de les polimériques que tenen baixa
resistencia a les temperatures i al pH. Una altra diferencia entre els dos tipus de
membranes és que les ceramiques tenen una llarga vida, fins a 10 anys, en canvi la vida
uatil de les polimériques va des de 1 fins a 3 anys. Un inconvenient de les membranes

ceramiques és el seu elevat cost.

Es poden fer més classificacions de les membranes, per exemple, segons I’estructura de
la membrana, que pot ser homogenia, asimétrica 0 composta; o bé segons la porositat de
la membrana, on trobariem tres tipus: membrana porosa, membrana microporosa i

membrana no porosa.
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1.9. Antecedents del treball

El treball s’ha desenvolupat en el marc d’una linia de recerca del grup de Tecnologia
Alimentaria de I’Institut de Tecnologia Agroalimentaria (INTEA) relacionada amb

I’aprofitament de les proteines de la sang d’animals sacrificats en escorxadors.

El grup esta treballant actualment en el projecte d’investigacio “Utilitzacid
d’hemoderivats com a ingredients funcionals en la formulacié d’aliments” (MEC-
AGL2007-60917/ALI), que té com a un dels seus objectius el desenvolupament
d’una tecnologia de separacié de fraccions de les proteines del plasma aplicable a
nivell industrial, per tal de poder estudiar I’eficacia d’ingredients formulats a partir de
mescles variables de proteines plasmatiques o de proteines plasmatiques amb

proteines alimentaries d’altres origens (soja, ou, llet, etc.)

En un treball previ (Vilardell, 2010), s’havia posat a punt la metodologia per a
I’obtencié de concentrats de proteines plasmatiques de sang de porc (serum,

globulines i albimina) a escala de laboratori.

L’objectiu que ens varem proposar en aquest treball va ser escalar el procés
d’obtencido de concentrats de sérum (plasma sense fibrinogen) per obtenir-ne la

quantitat  suficient per fer proves d’aplicaci6 en aliments model.

28



2. OBJECTIUS



Obijectius

2. OBJECTIUS

L’objectiu general d’aquest treball va ser posar a punt la metodologia d’obtencié de

concentrats de serum (plasma sense fibrinogen) a escala de planta pilot.

Per tal d’assolir-lo ens varem plantejar els objectius especifics seglents:

1. Escalar el procés d’obtencido de sérum a partir de plasma de sang porcina, fent

precipitar el fibrinogen mitjangant la tecnica salting out amb sulfat amonic.

2. Posar a punt el métode d’obtencid de serum concentrat i dessalat mitjancant un

equip modular d’ultrafiltracié tangencial amb membranes polimériques espirals (10

i 30 kDa)
2.1. Determinar les taxes de permeacié durant les etapes de concentracié i dessalat.

2.2. Determinar ’eficacia de I’ctapa de concentracié a partir de determinacions
d’extracte sec, cendres i contingut en proteina total del plasma inicial 1 del

permeat, aixi com del serum abans i després del procés de concentracio.

2.3. Determinar 1’eficacia del procés de dessalat per diafiltracio a partir del
seguiment de la cinética de reduccié de sals mitjancant determinacions de

conductivitat.

3. Fer la caracteritzacié fisico-quimica dels productes finals (sérum concentrat i

dessalat) obtinguts.
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3. MATERIAL | METODES

3.1. Disseny experimental

L’esquema de treball que s’ha seguit, per tal d’obtenir solucions de sérum concentrat a
partir de sang procedent del sacrifici de porcs en un escorxador industrial, es mostra en
la Figura 3.1. El processament de la sang es realitzava en dues etapes. La primera
consistia en la centrifugacié per separar dues fraccions: fraccio cel-lular i fraccio
plasmatica (plasma). A partir del plasma, i després de precipitar el fibrinogen amb la

tecnica salting out, s’obtenia el sérum.

La segona etapa consistia en la utilitzacio de la tecnologia de separacié per membranes

per tal de concentrar i dessalar el serum obtingut en el fraccionament. Els objectius
d’aquesta etapa van ser la concentracid per ultrafiltracié de les proteines del sérum,
I’eliminaci6 de ’excés de sals que contenia degut a la técnica de fraccionament per
salting out mitjancant diafiltracio, i la caracteritzacié fisico-quimica del producte

concentrat obtingut.

Durant els processos d’ultra i diafiltracio es feia el seguiment de la taxa de permeacio i

de la cinética d’eliminacid de sals de la mostra de sérum.

L’eficacia de les operacions de concentracio 1 dessalat es va avaluar a partir de la
caracteritzacio fisico-quimica de diferents mostres recollides durant el procés
d’obtencié del serum concentrat. Es va determinar la conductivitat i es va analitzar el
contingut en humitat, proteina i cendres del plasma inicial, del serum obtingut per
salting out, del sérum i del permeat obtinguts després de 1’ctapa de concentracio i del

producte final després de la diafiltracié (serum concentrat i dessalat).
Per tal de garantir la conservacio del serum concentrat fins la seva utilitzacio en proves

d’aplicacid, es va procedir a deshidratar-lo per atomitzacio i tambeé es va fer la

caracteritzacio fisico-quimica del producte en pols.
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Sang Escorxador 4

Centrifugaci6
(2528 x g, 4-10°C, 15 min)

Fraccio cel-lular «-------------

Fraccionament
Salting out (NH,),SO,

Fibrinogen <+---------------

X6
Ultrafiltracio 3 x 10 kDa
Permeat UF ** (FCV=2) +
> l 3 x 30 kDa

Diafiltracio
Permeat DF ¢---------------~

I
Atomitzacio

O swme |

**Caracteritzacio FQ: conductivitat, proteines, extracte sec, cendres

Figura 3.1. Disseny experimental del treball

33



Material i Métodes

Tot el procés es va repetir sis vegades, amb sang recollida en sis setmanes diferents, de
manera que cada setmana permetia el processament i caracteritzacio de totes les mostres
corresponents al mateix lot. Es va treballar amb dues membranes d’ultrafiltraciéo de
diferent pes molecular de tall, 10 i 30 kDa, i es van fer 3 repeticions del procés

d’obtencid de sérum concentrat amb cadascuna de les dues membranes.

3.2. Procedencia del plasma de sang de porc

Es va utilitzar sang de porc d’un escorxador industrial del Giron¢s, recollida en
condicions higiéniques. Cada dia de mostreig es recollien 10 L de sang que contenia
anticoagulant (polifosfat sodic) d’un diposit refrigerat. S’utilitzaven recipients esterils

de 5 L i es transportaven fins al laboratori en refrigeracio.

Per a obtenir el plasma es centrifugava la sang en un equip Sorvall RC 5C Plus (DuPont
Co., Newtown, Connecticut) a 4080 rpm durant 15 minuts i entre 4 i 10 °C, per a
mantenir la mostra en refrigeracié. Es decantava el sobrenedant per separar-lo de la

fraccio cel-lular i s’obtenien uns 5 L de plasma.

3.3 Obtencio del serum

Per a obtenir el sérum plasmatic es va utilitzar la técnica salting out, que consistia en
afegir al plasma una solucio saturada de sulfat amonic (NH4)2SOa fins a la concentracio

necessaria per provocar la precipitacio del fibrinogen, que en treballs anteriors s havia

determinat del 20% de saturacio (Vilardell, 2010).

La solucidé precipitant es preparava dissolent a temperatura ambient 767 g de sulfat
amonic en 1 L de tamp6 TRIS/EDTA 10 mM. Es mantenia en refrigeracié de manera
que ’excés de sulfat amonic precipitava en forma de cristalls i es garantia la saturacio.
La solucié tampo es preparava dissolent 1,223 g de TRIS i 3,76 g de EDTA en 1 L

d’aigua destil-lada, s’ajustava a pH 7,4 1 es conservava a temperatura ambient.

El procés de fraccionament es realitzava en fred i en agitacié continua per minimitzar
les possibilitats de desnaturalitzacio proteica. Es va utilitzar un reactor encamisat pel

qual es feia circular aigua freda procedent d’un bany d’aigua i gel amb una resisténcia
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que permetia mantenir la temperatura a 0-1°C. S’utilitzava un rotor d’agitacio i una pala
que girava a 62 rpm (Heldolph RZH 2021) que permetia I’homogeneitzacié del sulfat
amonic addicionat en el plasma (Figura 3.2).

Es partia de 4 L de plasma en el tanc de doble camisa 1 s’addicionava gota a gota 1 L de
sulfat amonic saturat utilitzant 4 buretes simultaniament.

S’aconseguia aixi la concentracidé de sulfat amonic que provocava la precipitacié del
fibrinogen. Després d’un periode de 15 minuts de repos es centrifugava (Sorvall RC 5C
Plus, DuPont Co., Newtown, Connecticut) a 10.000 g durant 15 minuts, es decantava el

sobrenedant i s’obtenien uns 5 L de sérum.

Es reservava una fraccid del serum obtingut per tal de fer les determinacions analitiques
de conductivitat, extracte sec, contingut en proteina i cendres. El fibrinogen que
s’obtenia en el pellet de la centrifugacid no s’utilitzava en aquest estudi perd es

congelava per a posteriors aplicacions.

Figura 3.2. Equip de fraccionament
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3.4. Concentracio del serum per ultrafiltracio

Per a obtenir el sérum concentrat a partir del serum es va utilitzar un equip de filtracié
per membranes MMS Bench System SW18 (MMS AG Membrane Systems, Urdorf,
Alemanya) (Figura 3.3). Es un equip d’escala planta pilot que permet treballar amb
fluxos de 300-1200 L/h i fins a 40 bar. EI flux que proporciona una bomba centrifuga es

regula a través d’un variador de freqiiéncia segons el grafic de la Figura 3.4.

1. Bomba

2. Valvula RV-2

3. Manometre d’entrada
4. Manometre de sortida

5. Tanc d’alimentacid

Figura 3.3. Equip d’ultrafiltraci6 MMS MMS Bench System SW18 (MMS AG
Membrane Systems, Urdorf, Alemanya)
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Figura 3.4. Flux de la bomba regulat pel variador de freqliencia

L’equip consta d’un tanc d’alimentacid que conté el producte que s’ha de filtrar, una
bomba per fer circular el producte i proporcionar la pressié necessaria, un receptacle on
es col-loca el modul de filtracid, dos manometres, un a 1’entrada i un a la sortida del
modul, que indiquen la pressid de procés i permeten fer el calcul de la pressio
transmembrana, una sonda de temperatura, que permet coneixer la temperatura del
retentat i un fluximetre a la sortida de permeat. A més disposa d’una série de valvules
que determinen el circuit del producte (recirculacié o sortida de retentat) i la pressio

operativa per a |’obtencio de permeat, 1 valvules de purga en diferents parts del sistema.

L’equip pot allotjar diferents tipus de moduls de filtracié: membranes espirals, tubulars
o de fibra balmada i es pot utilitzar en processos de microfiltracié (MF), ultrafiltracio

(UF), nanofiltracié (NF) i osmosi inversa (Ol) .

En aquest estudi es va treballar amb dos moduls de membrana espiral amb 0,32 m? de
superficie filtrant. Es van fer tres repeticions del proces de concentracio amb una
membrana de polietersulfona (PESU) amb un pes molecular de tall (cut-off ) de 10 kDa
(GE, PW1812C-34D) i tres repeticions amb una membrana de poliacrilonitril modificat
amb un cut-off de 30 kDa (GE, MW1812C-34D).

Les membranes s’han de mantenir submergides en una solucié conservant d’acid citric
(1%) a pH 2-3 que conté un agent antimicrobia (0,3% bisulfit sodic). Un cop instal-lada
la membrana en el seu receptacle 1 abans de comencar el procés d’ultrafiltracié es feia

circular aigua per eliminar la solucio conservant i es procedia a mesurar el flux de
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permeacié amb aigua i unes condicions fixes de temperatura, pressié transmembrana i
cabal de circulacid. Aquest flux era el que s’utilitzava com a referéncia per a verificar
I’eficacia del procés de neteja de la membrana aplicat al finalitzar els tractaments. La
recuperacio del flux de permeacié d’aigua destil-lada en les mateixes condicions

d’operaci¢ inicials indicava que la neteja s havia realitzat correctament.

Es partia de 4 L de sérum que s’impulsaven des del tanc d’alimentacié fins a la
membrana amb un flux de 400 L/h amb la bomba regulada a 15 Hz. Per aconseguir la
separacié del serum en retentat i permeat es tancava la valvula RV-2 fins assolir una
pressio de 2 bars a la sortida del modul de filtracio, i s’anava recirculant el retentat cap
al tanc d’alimentaci6. Es mantenia en marxa el sistema fins assolir un factor de
concentracio volumétric de 2 (FCV=2), ¢és a dir, s’obtenien 2 L de permeat i 2 L de

retentat.

Durant el procés de concentracio es determinava el flux de permeacié a partir del pes de
permeat recollit, que es mesurava en linia amb una balanca (Scaltec SBAG62,
Heiligenstadt, Alemanya) i s’anotava a intervals de temps regulars (aproximadament
cada 2,5 min). Amb la mateixa freqliéncia també es feia el seguiment de les variacions

de temperatura del producte circulant.

Al finalitzar I’etapa de concentracio es retirava una mostra de serum concentrat i del
permeat obtingut, per fer les determinacions analitiques corresponents (conductivitat,

extracte sec, proteina i cendres), i es procedia a iniciar I’etapa d’eliminacio de sals.

3.5. Dessalat del serum concentrat per diafiltracio

Per ajudar a I’eliminacié de les sals s’anava addicionant aigua destil-lada al tanc
d’alimentacié que contenia el serum concentrat en aliquotes de 500 mL fins arribar a un

volum de 5 L d’aigua afegida i la recuperacié de 5 L de permeat.

En aquesta etapa es feia el seguiment del flux de permeacié tal com s’ha descrit en
I’apartat anterior, i a més s’anaven retirant periodicament mostres del tanc per fer la
determinacio de conductivitat i obtenir la cinetica de reduccio de sals del serum durant

el procés de diafiltracio.
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El producte final d’aquesta etapa van ser 2 L de sérum concentrat i dessalat dels quals es

va separar una aliquota per tal de fer les determinacions analitiques pertinents.

Després de tota I’operacio es realitzava una rutina de neteja per eliminar les restes de
producte de I’interior del modul de filtracio. La neteja consistia en recircular amb un
flux de 40 L/h de manera seqiiencial aigua, una solucié de NaOH i una soluci¢ d’acid
citric al 2%, a 40-45°C durant periodes de 10 min sense pressié i de 5 min amb una
pressio de 5 bar. Un cop realitzada la neteja es verificava la recuperacio del flux de
permeacio de la membrana amb aigua i en les mateixes condicions que a I’inici, es
buidava el circuit i es retirava la membrana del receptacle. La membrana es mantenia

submergida en la soluci6 conservant fins a una nova utilitzacio.

3.6. Atomitzacio del Serum concentrat i dessalat

Els 2 L de sérum concentrat i dessalat es van deshidratar amb un atomitzador de
laboratori Biichi Mini Spray Dryer model B-191 (Buchi Labortechnik AG, Flawil,
Suissa) (Figura 3.5). L’equip consta d’una bomba peristaltica que impulsa el producte a
deshidratar cap a una tovera a pressio, que actua com a nebulitzador i I’injecta dins la
cambra de deshidratacio. Un sistema de calefaccid escalfa 1’aire procedent d’un
compressor a la temperatura programada i dins la cambra es produeix la transferéncia de
calor des de I’aire calent fins les gotetes del producte nebulitzat provocant 1’evaporacio
de I’aigua que contenen. L’aire comprimit que s’utilitza com a fluid calefactor també fa
les funcions de vehiculador de les particules deshidratades cap a un ciclé separador. En
el ciclo les particules, en forma de pols fina, es separen de 1’aire humit i es recullen en
un recipient col-lector situat a la part de sota del cicld. Per a la deshidratacio del serum
concentrat es va treballar amb una temperatura d’entrada de ’aire de 150°C, una
temperatura maxima a la sortida 80°C, el flux d’alimentaci6 del producte regulat a 500
mL/h, un cabal d’aspiracié d’aire de 60 L/h i una pressio del flux d’aire per a la

polvoritzacié de 5 bar.
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1. Serum a deshidratar
2. Cambra de deshidratacio
3. Cicl6 separacio

4. Serum deshidratatat
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Figura 3.5. Equip d’atomitzacié Biichi Mini Spray Dryer model B-191

3.7. Determinacions analitiques

3.7.1. Extracte sec

L’extracte sec es determinava per gravimetria a partir del contingut d’humitat de les
mostres. Per a fer la determinacié s’utilitzaven capsules de vidre o de porcellana en les
quals s’afegia 1 o 2 mL de mostra. Es determinava la pérdua de pes després de dessecar-
les a 105°C durant 24 h en una estufa (P-Selecta), utilitzant una balanca de precisid
(Sartorius Basic BA 2105, Goettingen, Alemanya). De cada mostra es feien com a

minim dues repeticions.

3.7.2. Contingut en sals minerals (cendres)

El contingut en sals minerals es determinava amb un meétode gravimetric a partir de la
incineracié de la mostra. S’afegien 1 o 2 mL de mostra en gresols de porcellana. Les

mostres es pesaven en una balanca de precisio després de dessecar-les en una estufa (P-
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Selecta) a 105°C durant 24 h i d’incinerar-les a 550°C en una mufla (Naber
industrieofenbau) durant 4 o 5 h. Es determinava el pes del residu d’incineracio i
s’expressava com a percentatge del pes inicial de mostra. Es feien dues repeticions

analitiques de cada mostra.

3.7.3. Contingut en proteines

Meétode del Biuret

La determinacié del percentatge de proteina de les mostres que contenien soluci6
precipitant de sulfat amonic (sérum procedent del fraccionament, permeat de I’etapa de
concentracio i serum concentrat abans de la diafiltracid) es va fer utilitzant la técnica

espectrofotomeétrica del Biuret.

En el métode Biuret s’utilitza el reactiu colorant Biuret, que conté sulfat de coure que,
en condicions alcalines, es coordina amb els enllagos peptidics de la proteina, formant
un complex colorant-proteina de color violeta, la intensitat del qual depén de la
concentracié de proteines que contingui la mostra. El reactiu de Biuret es prepara
dissolent 0,9 g de tartrat de sodi i potassi (KNaC,Os-4H,0), 0,3 g de sulfat de coure
(CuS045H,0) i 0,5 g de lodur de potassi (KI) en 100 mL de NaOH 0,2N.

Es van preparar dues solucions mare de Seroalbimina bovina (BSA) de concentracié 10
mg/mL 1 2 mg/mL. A partir d’aquestes es van fer les dilucions necessaries amb aigua
destil-lada per obtenir patrons amb les seglients concentracions: 0; 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2;
2,5, 5; 7,5, 10 mg de proteina /mL. Les mostres es van diluir amb aigua destil-lada
fins aconseguir una concentracio de proteina entre 0,5 i 10 mg/mL. Les dilucions de les
mostres van ser les seguents: 1/10 i 1/50 pel serum i 1/25 i 1/50 pel sérum concentrat. El
permeat es va analitzar sense dilucié prévia.

Es va introduir 1 mL de cada mostra i de cada solucid patr6 en tubs d’assaig 1
seguidament es van afegir 1,5 mL de colorant Biuret. Es van posar tots els tubs a
incubar a 37°C durant 30 minuts, despreés es van refredar rapidament i es va procedir a
la lectura espectrofotomeétrica a 550 nm amb un espectrofotometre de doble feix (6715
UV/VIS, Spectrophotometer Jenway, Staffordshire, UK). De cada mostra es van

realitzar com a minim dues determinacions.
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Meétode Kjeldhal

La determinacio del contingut en proteina de les mostres de plasma, de sérum
concentrat-dessalat i del serum en pols es va fer pel métode Kjeldhal, que consisteix en
determinar el contingut total en nitrogen de la mostra i relacionar-lo amb el contingut de
proteines. La determinacio del nitrogen total es fa mineralitzant la mostra amb una
digestio a alta temperatura en acid sulfuric i en presencia de catalitzador de Seleni.
S’aconsegueix aixi transformar el nitrogen dels compostos organics en nitrogen
amoniacal. L’amoniac s’allibera per destil-lacié en medi alcali i es recull en una solucié

d’acid boric. Finalment es valora 1’amoniac recollit utilitzant acid clorhidric.

Es va posar 1 mL de cada mostra en tubs digestors Kjeldhal. En el cas del serum en pols
van ser 0,1 g. Seguidament es van afegir 10 mL H;SO4 96% i una pastilla de
catalitzador de seleni. Les mostres es van digerir durant una hora a 170°C i dues hores a
370°C en un bloc digestor (Gerhart KB20, Alemanya) (Figura 3.6) fins que la mostra
passava a un color transparent-verdos. Després s’afegia aigua destil-lada i es portaven a
un destil-lador Kjeldhal (Buchi K314, Alemanya) (Figura 3.7). Abans de destil-lar
s’alcalinitzava la mostra afegint hidroxid sodic al 40%. L’amoniac destil-lat es recollia
en un erlenmeyer que contenia 25 mL d’acid boric al 4% 1 unes gotes d’indicador mixt
(blau de metile/roig de metil). Es feia la valoracié amb acid clorhidric 0,1 N fins al
viratge de la mostra de color verd a lila. El percentatge de nitrogen es convertia en
percentatge de proteina multiplicant per un factor de 6,25. Cada mostra es va analitzar

per duplicat.
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Figura 3.7. Destil-lador kjeldhal (Buchi K314, Alemanya)
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3.7.4. Conductivitat

La conductivitat de les mostres es mesurava amb un conductimetre Crison GLP 31
(Crison Instruments SA, Barcelona, Espanya) amb patrons estandard de calibratge de
14,13 mS/cm i 12,88 mS/cm. Ens permetia fer el seguiment de la reduccid de sals que

es produia en I’etapa de diafiltracio. Es realitzaven sempre 2 lectures de cada mostra.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO

4.1. Proves previes

Es van fer unes proves d’ultrafiltraci6 amb plasma de sang porcina amb 1’objectiu de
familiaritzar-nos amb ¢l funcionament de I’equip i establir les condicions de
processament del sérum. Com que el ventall de pesos moleculars de les proteines
plasmatiques és molt ampli es va decidir fer les proves amb la membrana de pes
molecular de tall més restrictiu, és a dir, la de 10 kDa, inferior al de la majoria de
proteines del plasma, per tal de minimitzar les perdues de proteina durant el procés de
filtracio i retenir-les en el producte concentrat. En altres estudis de desmineralitzacio per
ultrafiltracié de plasma sencer també es treballava amb membranes de 10 kDa (Del
Hoyo et al., 2007; Vilardell, 2010).

A partir dels resultats d’aquests experiments preliminars es van determinar les
condicions de procés que s’utilitzarien per concentrar i dessalar el sérum. Es va
determinar que el volum minim de mostra en ’interior del sistema de filtracio havia de
ser de 2 L, per tal de garantir que durant el procés no s’introdueix aire, cosa que
limitaria la vida util de la bomba i de la membrana i dificultaria 1’estabilitzacio de les
condicions de procés. Donat que el factor de concentracié volumetric (FCV) que es
volia assolir era de 2, es va decidir treballar amb un volum inicial de mostra de 4L en
cadascuna de les repeticions; aixi, en acabar la fase de concentracio, en I’interior de

I’equip hi hauria el volum minim de mostra necessari pel seu correcte funcionament.

Els cabals de recirculacido recomanats pel fabricant de I’equip, quan es treballa amb
moduls de membrana espirals, és de 350 a 400 L/h. Es va considerar adequat el flux de
permeacié obtingut treballant amb un cabal de recirculaci6 de 400 L/h (15 Hz de
freqiiéncia) i una pressié transmembrana (PTM) de 2 bars. En aquestes condicions
s’obtenia un flux entre 8 i 9 L/m2.h. Per tant, es va decidir avaluar el resultat del procés

de concentracio i dessalat de mostres de 4L de serum en aquestes condicions operatives.

Cadascuna de les repeticions es va fer en una setmana diferent, de manera que cada

setmana s’anava a buscar sang a 1’escorxador i es feia el processament i caracteritzacio
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de totes les mostres corresponents a un mateix lot. Es va treballar amb dues membranes
d’ultrafiltraci6é de diferent pes molecular de tall (cutt-off), 10 i 30 kDa, i es van fer 3
repeticions del procés d’obtencié de sérum concentrat amb cadascuna de les dues

membranes.

4.2. Obtencio de Serum concentrat amb la membrana de 10 kDa

4.2.1. Caracteristiques fisico-quimiques de la matéria primera: plasma i serum

Es van determinar les caracteristiques fisico-quimiques del plasma i del sérum obtingut
després de la precipitacié per salting out del fibrinogen. Els resultats de la
caracteritzacié dels lots que s’havien de processar amb la membrana de polictersulfona

de 10 kDa es presenten en la Taula 4.1.

Taula 4.1. Caracteristiques fisico-quimiques del plasma i del serum per processar amb
la membrana de 10 kDa (mitjana + desviaci6 estandard, n=3).

Conductivitat 25°C | Extracte sec Cendres Proteina
(mS/cm) (%) (%) (%)
Plasma 14,47 + 0,17 8,84 +£ 0,48 1,40+ 0,07 | 6,60+ 0,43
Serum 106,23 + 2,85 1568 +0,38 | 1,24+0,09 | 591 +0,39

Veiem que hi ha una gran diferéncia en els valors de conductivitat que presentaven les
dues mostres. Ambdds valors, tant del plasma com del serum, son lleugerament
inferiors, tot i que del mateix ordre, als obtinguts en un treball anterior (Vilardell, 2010)
realitzat amb sang recollida en un altre escorxador. EI plasma té una conductivitat del
voltant de 14,57 mS/cm, que ve donada per les propies sals que conté el plasma de
forma natural 1 per ’anticoagulant (polifosfat sodic) que s’afegeix durant el procés de
recollida de la sang en I’escorxador. Tenint en compte que €s plasma provinent de sang
recollida en tres setmanes diferents, no consecutives i amb un interval
d’aproximadament 2 mesos entre la primera i la tercera, la desviacié estandard tan baixa
del valor de conductivitat indica forca homogeneitat de la matéria primera

subministrada per 1’escorxador pel que fa a aquesta caracteristica. Per altra banda, la
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conductivitat tan elevada del sérum, més de 7 vegades superior a la del plasma, és
deguda a la presencia del sulfat amonic addicionat durant el procés de fraccionament.
Aquest elevat contingut en sals és el que justifica la necessitat de dessalar la mostra
abans de plantejar la seva utilitzacido com a ingredient alimentari. L’objectiu de la fase
de diafiltracio, que es comenta més endavant, va ser precisament eliminar aquest excés
de sals i recuperar un valor de conductivitat proxim al que presentava el plasma abans

del fraccionament.

En comparar el percentatge d’extracte sec de les dues mostres veiem que el del plasma,
que és de I'ordre del 8,84%, és bastant més baix que el del sérum, que és de 1’ordre del
15,68%. El motiu d’aquesta diferéncia és també 1’increment d’extracte sec que suposa

1’addici6 de sulfat amonic.

Podem observar que la suma del percentatge de cendres i de proteina del plasma és
aproximadament del mateix ordre que el contingut en extracte sec. En treballs anteriors
s’havien obtingut resultats similars on el greix, que en aquest treball no s’ha analitzat,
era el tercer component de 1’extracte sec, perd molt minoritari, ja que es trobava en
concentracions inferiors al 0,3% (Ranken, 1980; Parés, 1998). Si ens fixem en el serum,
en canvi, observem que la suma de les cendres i la proteina no coincideix amb el total
de I’extracte sec. Aix0 ¢és degut a que el sulfat amonic (NH4)2SOa4 afegit durant el
salting out es volatilitza durant la calcinacié de la mostra. En les mostres de sérum, per
tant, la diferéncia entre I’extracte sec 1 la suma de cendres 1 proteina correspon al
percentatge en pes de sulfat amonic perdut per volatilitzacié. Degut a aquest fet, i igual
que en treballs anteriors (Vilardell, 2010), es va decidir que per avaluar 1’eficacia del
procés de dessalat no es podia utilitzar el contingut en cendres i el seguiment de la

reduccid de sals es va fer a partir de les mesures de conductivitat.

Si comparem els percentatges de proteina i de cendres de les dues mostres, podem veure
que en el sérum son lleugerament menors que en el plasma. Aixo és degut tant a la
precipitacio 1 separacid del fibrinogen, com a ’efecte de dilucié que suposa I’etapa de

salting out.
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4.2.2. Concentracio del serum per ultrafiltracio
4.2.2.1. Seguiment del procés

En la Figura 4.1 es mostra el volum de permeat recuperat durant la fase de concentracid
del serum de les tres repeticions realitzades amb la membrana de 10 kDa. Podem
observar, que per assolir el factor de concentracié volumetric desitjat en les nostres
condicions de treball, es va requerir d’un temps aproximat d’entre 50 i 60 minuts. Es va
partir de mostres refrigerades amb una temperatura inicial d’entre 11 1 14°C i es va
monitoritzar la temperatura del producte circulant durant I’etapa de concentracio, que en

les tres repeticions va experimentar un increment de 7-8°C.
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Figura 4.1. Volum de permeat recollit durant les tres repeticions del procés
d’ultrafiltracié de sérum porci amb una membrana de polietersulfona de pes molecular
de tall de 10 kDa. (Volum inicial de mostra= 4L, FCV=2, 400 L/h PTM=2 bar).
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En el grafic es presenten també les equacions obtingudes a partir dels ajustaments per
regressid lineal de les dades de permeacio. La pérdua de linealitat de les dades
representades en aquest grafic indicarien una disminucié del flux de permeacid i
advertiria que s’estava produint una acumulacié important de macromolécules damunt
la superficie filtrant, que podria conduir a la colmatacio de la membrana. S’observa que,
en les tres repeticions, les dades s’ajusten prou bé a un comportament lineal i que el flux
de permeaci6é mitja varia entre 35,3 i 38,6 mL/min. Les dues darreres mostres tenen un
pendent molt similar, tot i que una mica inferior al que es va obtenir durant el

processament del primer lot.

En la Figura 4.2 es mostra I’evolucié del flux de permeacid del procés de concentracid
de serum en cadascuna de les tres repeticions, que s’ha calculat per cada interval de
temps a partir del pes de permeat recollit i tenint en compte els 0,32 m? de superficie

filtrant de la membrana.
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Figura 4.2. Evolucié del flux de permeacié durant les tres repeticions del procés

d’ultrafiltracié de sérum porci amb una membrana de polietersulfona de pes molecular
de tall de 10 kDa. (Volum inicial de mostra= 4L, FCV=2, 400 L/h PTM=2 bar).

50



Resultats i discussio

Podem observar que realment si que es produeix una reduccioé gradual del flux de
permeacié al llarg del procés de concentracié del serum. EI flux inicial era
d’aproximadament 8 L/m®h en les 3 repeticions i va disminuint fins arribar
aproximadament a valors entre 5 i 6 L/m2.h. Aquesta disminucié del flux és deguda a
I’increment de la concentraci6 de macromolécules en el retentat a mesura que anem
retirant el permeat, que suposa un embrutiment progressiu de la membrana degut a
fenomens de polaritzacid per concentracio, que es donen quan les molécules de solut del
cabal d’alimentaci6, que no poden passar a través de la membrana, queden retingudes i
comencen a acumular-se en la seva superficie. Aquest fenomen depén de la naturalesa
de la membrana i de 1’aliment 1 de les interaccions entre ambdos. Els soluts retinguts a
la superficie de la membrana formen una capa addicional que incrementa la resisténcia

al pas del flux i redueix la permeabilitat (Raventos, 2003).

Com ja s’ha dit, I’increment de temperatura durant el procés d’ultrafiltracio va ser
d’entre 7 1 8°C. En futurs treballs potser seria interessant avaluar 1’efecte de la

temperatura, per a comprovar si ajuda a frenar la disminucio en la taxa de permeacio.

4.2.2.2. Caracteristiques fisico-quimiques del serum concentrat i el permeat
d’ultrafiltracio

Es van determinar les caracteristiques fisico-quimiques del serum concentrat i del
permeat obtinguts després de la fase de concentracio. A la taula 4.2 es poden veure els

resultats de les 3 repeticions.

Taula 4.2. Caracteristiques fisico-quimiques del retentat (serum concentrat) i el permeat
obtinguts per ultrafiltracié de serum porci amb una membrana de polietersulfona de 10
kDa (FCV=2) (mitjana * desviaci¢ estandard, n=3).

Conductivitat 25°C | Extracte sec Cendres Proteina
(mS/cm) (%) (%) (%)
Sérum 89,53+1,92 17,73+0,43 | 1,09+0,07 | 9,88 +0,22
concentrat
Permeat 104,52 + 2,29 9,70+ 0,09 1,22 +0,09 | 0,19 +0,02
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Observant els resultats de conductivitat obtinguts veiem que el retentat, tot i ser un
producte concentrat, presenta una conductivitat de I’ordre del 15,7% més baixa que la
del serum inicial, mentre que la conductivitat del permeat és practicament del mateix
ordre que la que tenia inicialment el serum. Aix0, juntament amb els valors elevats
d’extracte sec del permeat, indica que aquesta etapa d’ultrafiltracié ja va permetre

eliminar part de les sals, sobretot sulfat amonic, que contenia la mostra.

Com que la resta de sals, a mes del sulfat amonic, també poden travessar els porus de la
membrana, veiem que el percentatge de cendres és superior en el permeat (1,22%) que

en el serum concentrat (1,09%).

Si fem el balan¢ de massa observem que, en el retentat i el permeat en conjunt es va
recuperar un 87,5% de ’extracte sec que presentava el sérum abans de la ultrafiltracio.
Aquest mateix calcul relatiu al contingut de proteina ens déna una recuperacio del
85,2%. L’explicacio d’aquest fet pot estar relacionada amb la fraccid de I’extracte sec
retinguda en la capa de polaritzacié de la membrana pero també, i sobretot, amb el
volum d’aigua present dins el sistema de filtraci6 a I’inici del procés, que representa una
lleugera dilucié del producte a processar. Per aquest motiu, malgrat que el factor de
concentracio volumetric era 2, el factor de concentracié de la fraccié proteica va ser

només de 1,67%,

Per altra banda, podem observar que les pérdues de proteina en el permeat (0,19%),
corresponents a les proteines seriques de baix pes molecular que travessen la membrana,

van ser relativament petites.

4.2.3. Dessalat del serum per diafiltracio

El procés de diafiltracié consisteix en diluir el concentrat amb aigua i continuar la
separacio fins que s’aconsegueix el grau d’eliminacio de soluts desitjat. Una vegada
concentrat el serum es va procedir a diafiltrar afegint aigua destil-lada al producte del

tanc d’alimentacio i retirant un volum equivalent de permeat.
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4.2.3.1. Seguiment del procés

En la Figura 4.3 es mostra el volum de permeat recollit en I’etapa de diafiltracio de les
tres repeticions realitzades amb la membrana de 10 kDa per a dessalar el serum. Podem
observar que en les nostres condicions de treball es va requerir d’un temps aproximat
d’entre 100 i 110 minuts per completar la diafiltracid. Les mostres a I’inici d’aquesta
fase es trobaven a 19-21°C i en les tres repeticions va experimentar un increment de 1-
2°C.
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Figura 4.3. Volum de permeat recollit durant les tres repeticions del procés de
diafiltracié de serum porci amb una membrana de polietersulfona de pes molecular de

tall de 10 kDa. (Volum inicial de mostra= 2L, volum d’aigua diafiltracié= 5L, cabal
recirculaciéo= 400 L/h, PTM=2 bar).
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Observant el grafic de la Figura 4.3 podem comprovar que el flux mitja de permeacio
durant aquesta etapa va ser de I’ordre de 43,46-47,48 mL/min, més elevat que durant la
concentracio degut a I’efecte de dilucié que representa 1’addicié d’aigua a la mostra i

I’arrossegament de sals cap al flux de permeat.

En la Figura 4.4 es mostra I’evoluci6 del flux de permeacio del procés de diafiltracio de
sérum en cadascuna de les tres repeticions, que s’ha calculat tenint en compte la

superficie filtrant de la membrana (0,32 m?).
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Figura 4.4. Evolucio del flux de permeacid en tres repeticions del procés de diafiltracid
de serum porci amb una membrana de polietersulfona de pes molecular de tall de 10

kDa. (Volum inicial de mostra= 2L, volum d’aigua diafiltracié= 5L, cabal recirculacié=
400 L/h, PTM=2 bar).

En la Figura 4.4 podem observar que la taxa de permeacio durant la diafiltracio
s’incrementava des de 6 L/m%h. fins a uns 10-11 L/m%h, i que tendia a augmentar
dibuixant una linia ondulada, petites pujades i baixades que coincideixen amb les 10

addicions d’aliquotes de 500 mL d’aigua destil-lada al diposit d’alimentacio. El flux de
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permeacié al final de ’etapa va ser superior fins i tot al de I’inici del procés de
concentracio pel fet que el producte que s’estava filtrant presentava un extracte sec
forca inferior al del serum abans de la concentracio ja que 1’aigua afegida probablement
ajudava a reduir la capa de polaritzacid6 de la membrana que s’havia format durant

I’etapa de concentracio.

En la Figura 4.5 es representa la cinética de reduccio de conductivitat del serum durant

el procés de diafiltracié a mesura que s’anava afegint aigua al tanc d’alimentacio.
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Figura 4.5. Reduccio de la conductivitat de la mostra en funcié del volum d’aigua
afegit al tanc d’alimentacio en tres repeticions del procés de diafiltracié de serum porci
amb una membrana de polietersulfona de pes molecular de tall de 10 kDa. (Volum
inicial de mostra= 2L, cabal recirculacio= 400 L/h, PTM=2 bar).

En un treball anterior, on s’havia utilitzat la tecnologia de membranes per dessalar el
sérum, s havia determinat que el volum d’aigua a afegir durant la diafiltracio per assolir
una reduccio suficient de conductivitat era, com a minim, el doble del volum inicial de

mostra a dessalar. En aquestes condicions s’arribava a una reduccié de conductivitat del
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77,83% (Vilardell, 2010). En el present treball es va fer un seguiment del dessalat
mesurant la conductivitat de la mostra del tanc d’alimentacié cada 500 mL d’aigua
afegida i de permeat retirat. Després d’afegir 4L d’aigua, el volum equivalent al doble
dels 2L de sérum que s’havien de dessalar, es va arribar a una reduccié de conductivitat
similar a la del treball esmentat (78,49%). Tanmateix, per tal d’obtenir un valor de
conductivitat més proper al que presentava el plasma inicial es va decidir prosseguir la
diafiltracié afegint 1L més d’aigua (en dues aliquotes de 500 mL). Es a dir, que
finalment el volum d’aigua de diafiltracio va ser 2,5 vegades el volum de mostra inicial

i es va obtenir una reducci6 de conductivitat del 84,9%.

A T’inici de la diafiltracié (just després de la concentracid) es partia de mostres amb una
conductivitat de 89,53+1,92 mS/cm. Al final del procés, és a dir, després d’afegir SL
d’aigua destil-lada i retirar el volum equivalent de permeat, la conductivitat del serum
va ser de 16,02 + 0,50 mS/cm. Com veiem en el grafic (Figura 4.5) la reducci6 de sals
en les mostres durant el procés de diafiltracié segueix una cinética exponencial, de
manera que la reduccidé de conductivitat assolida amb cada fraccidé d’aigua afegida és
menor que I’anterior. Segons les equacions que defineixen les funcions exponencials
que hem obtingut per ajustament de les dades de conductivitat, per assolir el valor del
plasma inicial (14,47 + 0,17 mS/cm) caldria haver treballat amb un volum d’aigua de

diafiltracio de 5612,6 + 657 mL .

4.2.3.2. Caracteristiques fisico-quimiques del serum dessalat i el permeat de la
diafiltracio

Es van determinar les caracteristiques fisico-quimiques de les diferents mostres del
serum (retentat) obtingut en la fase de diafiltracié (Taula 4.3). En la tercera i ultima
repeticio, es va decidir determinar també les caracteristiques fisico-quimiques del

permeat.

Les dades de conductivitat permeten comprovar que 1’aigua de diafiltraci6 va arrossegar
de manera efectiva bona part de les sals que hi havia en la mostra de sérum després de la
concentracio. El percentatge de reduccid de sals aconseguit en aquesta etapa va ser
d’aproximadament un 82%, i conjuntament en les dues etapes -concentracié i

diafiltracio- va ser d’un 84,92 + 0,22%. Tot i que el valor de conductivitat en el
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producte final era lleugerament superior al del plasma inicial, es va considerar que
s’havia assolit 1’objectiu del procés de diafiltracio, tenint en compte que es tractava d’un

producte concentrat i que el contingut en cendres era, fins i tot, inferior al del plasma.

Taula 4.3. Caracteristiques fisico-quimiques del retentat (serum dessalat) i el permeat
obtinguts per diafiltracié de serum porci amb una membrana de polietersulfona de 10
kDa (FCV=2) (mitjana * desviacio estandard, n=3)

Conductivitat Extracte sec Cendres Proteina
25°C (mS/cm) (%) (%) (%)
Serum dessalat 16,02 + 0,50 9,85+ 0,44 0,11+0,07 | 9,33+0,41
Permeat 54,1 4,18 0,45 0,15

L’eliminaci6 eficag del sulfat amonic utilitzat com a agent precipitant es pot comprovar
en el fet que, en el producte final, I’extracte sec coincideix practicament amb la suma
dels percentatges de cendres 1 proteina, mentre que en el permeat s’observa una

diferencia important, deguda precisament al sulfat amonic retirat del producte.

Fent el balan¢ de proteina d’aquesta etapa observem que, a diferéncia del qué passava
durant la concentracio, obteniem una molt bona recuperacio (98,2%) i que les perdues
en el permeat (0,15%), seguien essent relativament petites. En altres treballs (Vilardell,
2010) s’havien considerat acceptables percentatges de proteina en el permeat inferiors al
0,20%. El fet que la diafiltracié es fes de manera consecutiva a la concentracid, és a dir,
sense buidar i esbandir 1’equip, va fer que no es produis el fenomen de dilucié amb
I’aigua de neteja que s’havia observat en la fase de concentracidé i que, en conjunt,

I’etapa de dessalat no afectés de manera important el factor de concentracio proteic.
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4.3. Obtencio de Serum concentrat amb la membrana de 30 kDa

Després de realitzar les 3 repeticions del procés amb la membrana de pes molecular de
tall de 10 kDa, es van realitzar 3 produccions de serum amb la membrana de 30 kDa. Es
volia comprovar si a I’utilitzar una membrana amb una mida de porus més gran
s’aconseguia un flux de permeacié superior i es podia escurcar el temps de
processament 1 el volum d’aigua de diafiltraci6 sense incrementar les pérdues de

proteina.

4.3.1. Caracteristiques fisico-quimiques de la matéria primera: plasma i serum

Igual que en I’apartat anterior es van determinar les caracteristiques fisico-quimiques
del plasma i del serum obtingut després de la precipitacid per salting out del fibrinogen.
Els resultats de la caracteritzacio dels lots que s’havien de processar amb la membrana

de poliacrilonitril modificat de 30 kDa es presenten en la taula 4.5.

Taula 4.4. Caracteristiques fisico-quimiques del plasma i del serum per processar amb
la membrana de 30 kDa (mitjana + desviacio6 estandard, n=3)

Conductivitat 25°C | Extracte sec Cendres Proteina
(mS/cm) (%) (%) (%)
Plasma 14,67 + 0,37 8,53+ 0,04 1,39+0,05 | 6,44+0,03
Sérum 110,2 + 0.87 1552 +0,05 | 1,21+0,07 | 5,63+0,06

Tal com s’esperava, els resultats de caracteritzacid son practicament ideéntics als
obtinguts amb la mateéria primera utilitzada en el procés anterior. El sulfat amonic afegit
durant I’etapa de fraccionament va suposar un increment del valor de conductivitat de
I’ordre de 7,5 vegades, respecte al que presentava la mostra de plasma inicial. De la
mateixa manera s’observa un increment d’extracte sec i una concentracid inferior de
cendres i proteina, en tots els casos del mateix ordre que en el procés anterior. Aquestes
dades confirmen tant 1’homogeneitat de la mateéria primera com la del procés de

precipitacio del fibrinogen i obtenci6 del serum per salting out.
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4.3.2. Concentraci6 del Serum per ultrafiltracié
4.3.2.1. Seguiment del Proces

En la Figura 4.6 es mostra el volum de permeat recuperat durant la fase de concentracid
del serum de les tres repeticions realitzades amb la membrana de 30 kDa. Podem
observar que per assolir el factor de concentracié volumetric desitjat en les nostres
condicions de treball es va requerir d’un temps aproximat d’entre 45 i 55 minuts, per
tant, es va reduir entre un 8 i un 10% el temps necessari per completar aquesta etapa pel
fet de treballar amb una membrana de pes molecular de tall més alt. Es va partir de
mostres refrigerades amb una temperatura inicial d’entre 14 1 15°C i es va monitoritzar
la temperatura del producte circulant durant ’etapa de concentracid, que en les tres
repeticions va experimentar un increment de 6-7°C, un grau menys que en el procés
amb la membrana de 10 kDa. Una explicacio d’aquesta petita diferéncia en I’increment
de temperatura, podria estar relacionada amb la durada més curta del procés, tanmateix

caldria tenir més dades per poder confirmar aquesta hipotesi.

En el grafic de la Figura 4.6 es presenten també les equacions obtingudes a partir dels
ajustaments per regressio lineal de les dades de permeacid. S’observa que, en les tres
repeticions, les dades s’ajusten prou bé a un comportament lineal 1 que el flux de
permeacié mitja varia entre 40,53 i 45,26 mL/min. També podem observar que el flux
de permeacid mitja és més elevat amb la membrana de 30 kDa que amb la de 10 kDa
(35,3-38,6 mL/min). Aquesta diferéncia en el flux de permeacid és la que permet

escurcar el temps de proceés.
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Figura 4.6. Volum de permeat recollit durant les tres repeticions del procés de
concentracié de sérum porci amb una membrana poliacrilonitril modificat de pes
molecular de tall de 30 kDa. (Volum inicial de mostra= 2L, volum d’aigua diafiltracié=
5L, cabal recirculacio= 400 L/h, PTM=2 bar).

En la Figura 4.7 es mostra 1’evolucié del flux de permeaci6 del procés de concentracio
de seérum en cadascuna de les tres repeticions, que s’ha calculat per cada interval de
temps a partir del pes de permeat recollit i tenint en compte els 0,32 m? de superficie

filtrant de la membrana.
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Figura 4.7. Evolucié del flux de permeacié en tres repeticions del procés de
concentracié de serum porci amb una membrana de poliacrilonitril modificat de pes

molecular de tall de 30 kDa. (Volum inicial de mostra= 2L, volum d’aigua diafiltracié=
5L, cabal recirculacio= 400 L/h, PTM=2 bar).

Podem observar que el flux de permeacio inicial és superior al de la membrana de 10
kDa, que era de 8 L/m?.h. Aixo és degut a que la mida dels porus de la membrana de 30
kDa és superior. També observem una variabilitat important en el flux inicial de les 3
repeticions, ja que varia entre 9 i 11 L/m%h. Aixd, segurament és degut a que la
membrana de 30 kDa no s’havia utilitzat mai, a diferéncia de la de 10 kDa que s’havia
utilitzat per les proves prévies de posada en funcionament de 1I’equip. Generalment les
caracteristiques de permeabilitat de les membranes s’estabilitzen després d’un temps
d’utilitzacio 1 per tant, en les primeres utilitzacions es pot observar una variabilitat més

alta.

Igual que amb la membrana de 10 kDa, veiem que es produeix una reduccié gradual del
flux de permeacié al llarg del procés de concentracio del serum, i que va disminuint fins
arribar aproximadament a valors entre 5 i 6 L/m®h. La taxa de permeacié final és molt
similar en les dues membranes, ja que amb la membrana de 10 kDa també va ser de

I’ordre de 5 i 6 L/m®h. El motiu pel qual en aquesta membrana s’obté una reduccid de
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flux més important pot estar relacionat amb el material de la membrana. Tot i que en
ambdods processos s’han utilitzat membranes polimériques organiques, la de 10 kDa era
de polietersulfona i la de 30 kDa de poliacrilonitril. Esta descrit que el fenomen de
polaritzaci6 1 embrutiment, entre d’altres coses, depén de la naturalesa de la membrana,
ja que es poden establir interaccions especifiques entre els components del producte i
grups reactius de la superficie filtrant (Mulder, 1996). Per productes proteics €s
important tenir en compte que les proteines s’absorbeixen més fortament sobre
membranes amb superficies hidrofobiques i costen més d’eliminar que de superficies
hidrofiliques. El poliacrilonitril és menys hidrofilic que la polietersulfona (Herrero-
Medina, 2010) i aix0 podria explicar la major tendéncia a embrutir-se de la membrana
de 30 kDa.

4.3.2.2. Caracteristiques fisico-quimiques del sérum concentrat i el permeat
d’ultrafiltracio

Es van determinar les caracteristiques fisico-quimiques del serum concentrat i del
permeat obtinguts després de la fase de concentracio. A la taula 4.6 es poden veure els

resultats de les 3 repeticions.

Taula 4.5. Caracteristiques fisico-quimiques del retentat (sérum concentrat) i el permeat
obtinguts per ultrafiltraci6 de sérum porci amb una membrana de poliacrilonitril
modificat de 30 kDa (FCV=2) (mitjana + desviacio estandard, n=3).

Conductivitat 25°C | Extracte sec Cendres Proteina
(mS/cm) (%) (%) (%)
Serum 95,92 + 8,74 1751+0,19 | 1,09+0,08 | 9,28 + 0,60
concentrat
Permeat 107,00 + 2,29 9,93+0,29 1,21+0,09 | 0,17 +0,05

El retentat presenta una conductivitat de 1’ordre del 12.95% més baixa que la del serum
inicial. Aquesta reduccidé €s una mica inferior a la que s’havia obtingut amb la
membrana de 10 kDa. Podem observar que amb les dues membranes la conductivitat
del permeat és practicament del mateix ordre que la que tenia inicialment el sérum i que

per tant, durant la concentraci6 ja s’ha eliminat una part de les sals..
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El balan¢ de massa ens permet veure que, en el retentat i el permeat en conjunt, varem
recuperar un 88,20% de ’extracte sec i un 83,9% de la proteina que contenia el serum
abans de la ultrafiltracio. En ambdds casos son valors molt similars als obtinguts amb la
membrana de 10 kDa. L’efecte de diluci6 amb aigua retinguda dins el sistema de
filtracio va fer que, malgrat treballar amb un factor de concentracio volumétric de 2, el
factor de concentracio de la fraccio proteica fos només de 1,65%, practicament identic

a I’obtingut amb la membrana de 10 kDa.

De la mateixa manera que en el procés anterior observem que les perdues de proteina en

el permeat s6n molt baixes.

4.3.3. Dessalat del serum per diafiltracio
4.3.3.1. Seguiment del proceés

En la Figura 4.8 es mostra el volum de permeat recollit en I’etapa de diafiltracio de les
tres repeticions realitzades amb la membrana de 30 kDa per a dessalar el serum. Podem
observar que en les nostres condicions de treball es va requerir d’un temps aproximat
d’entre 80 1 100 minuts per completar la diafiltracio, entre un 10 i un 20% menys que en
el procés amb la membrana de 10 kDa. Les mostres a I’inici d’aquesta fase es trobaven

a 20-22 °C i en les tres repeticions va experimentar un increment de 2-2,5°C.
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Figura 4.8. Volum de permeat recollit durant les tres repeticions del procés de
diafiltracié de serum porci amb una membrana de poliacrilonitril modificat de pes
molecular de tall de 30 kDa. (Volum inicial de mostra= 2L, volum d’aigua diafiltracié=
5L, cabal recirculacio= 400 L/h, PTM=2 bar).

El flux mitja de permeacié durant aquesta etapa va ser de I’ordre de 51,9-56,4 mL/min,
més elevat que durant la concentracid, degut a ’efecte de dilucid que representa
I’addici6 d’aigua, 1 més elevat que el procés de diafiltraci6 amb la membrana de 10 kDa

degut a que la mida dels porus de la membrana es més gran.
En la Figura 4.9 es mostra 1’evolucio del flux de permeacié del procés de diafiltracio de

sérum en cadascuna de les tres repeticions amb la membrana de 30 kDa, que s’ha

calculat tenint en compte la superficie filtrant de la membrana (0,32 m?).
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Figura 4.9. Evolucio del flux de permeacid en tres repeticions del procés de diafiltracio
de sérum porci amb una membrana de poliacrilonitril modificat de pes molecular de tall

de 30 kDa. (Volum inicial de mostra= 2L, volum d’aigua diafiltracio= 5L, cabal
recirculacié= 400 L/h, PTM=2 bar).

En la Figura 4.9 podem observar que la taxa de permeacié durant la diafiltracio
s’incrementava des de 6-7 L/m”h fins a uns 12-14 L/m%h de forma escalonada, amb
petits augments i disminucions de flux, que coincidien amb les addicions d’aigua

destil-lada al diposit d’alimentacio.

En la Figura 4.10 es representa la cinética de reduccio de conductivitat del serum durant

el procés de diafiltracié a mesura que s’anava afegint aigua al tanc d’alimentacio.
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Figura 4.10. Reduccio de la conductivitat de la mostra en funcié del volum d’aigua
afegit al tanc d’alimentacio en tres repeticions del procés de diafiltracio de sérum porci
amb una membrana de poliacrilonitril modificat de pes molecular de tall de 30 kDa.
(Volum inicial de mostra= 2L, cabal recirculacié= 400 L/h, PTM=2 bar).

Igual que amb la membrana de 10 kDa en el procés de diafilitracio es va afegir un
volum d’aigua 2,5 vegades el volum de mostra inicial. La reduccio de la conductivitat

va ser de I’ordre del 84,98%, practicament igual que amb la membrana 10 kDa.

A P’inici de la diafiltracio (just després de la concentracid) es partia de mostres amb una
conductivitat de 95,92 £ 8,74 mS/cm. Després d’afegir 5L d’aigua destil-lada i retirar el
volum equivalent de permeat, la conductivitat del sérum va ser de 16,55 + 0,50 mS/cm.
Es va obtenir una reduccié exponencial del contingut en sals de la mostra. Segons les
equacions que hem obtingut per ajustament de les dades de conductivitat a una funcié
exponencial, per assolir el valor del plasma inicial (14,67 £ 0,37 mS/cm) caldria haver
treballat amb un volum d’aigua de diafiltracio de 5372,37 = 177,60 mL, uns 250 mL

menys que amb la membrana de 10 kDa.
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El temps total del procés d’ultra i diafiltraci6 va ser amb la membrana de 30 kDa de 2
hores i 18 minuts i amb la membrana de 10 kDa de 2 hores i 45 minuts. Per tant, el
temps total de processament es reduia uns 30 min en utilitzar la membrana amb un pes

molecular de tall més alt.

4.3.3.2. Caracteristiques fisico-quimiques del serum dessalat i el permeat de la
diafiltracio

Es van determinar les caracteristiques fisico-quimiques de les diferents mostres del
serum (retentat) obtingut en la fase de diafiltracié (Taula 4.7). En la tercera i ultima
repeticid, igual que es va fer amb la membrana de 10 kDa, es va decidir determinar
també les caracteristiques fisico-quimiques del permeat.

Taula 4.6. Caracteristiques fisico-quimiques del retentat (serum dessalat) i el permeat
obtinguts per diafiltracio de sérum porci amb una membrana de poliacrilonitril
modificat de 30 kDa (FCV=2) (mitjana + desviacio estandard, n=3).

Conductivitat Extracte sec Cendres Proteina
25°C (mS/cm) (%) (%) (%)
Serum dessalat 16,55 + 0,50 8,99 + 0,53 0,07+0,03 | 850+0,42
Permeat 41,3 3,06 0,28 0,11

Les dades de conductivitat permeten comprovar que 1’aigua de diafiltraci6 va arrossegar
de manera efectiva les sals que hi havia en la mostra de sérum després de la
concentracio. El percentatge de reduccid de sals aconseguit en aquesta etapa va ser
d’aproximadament un 81,83%, practicament igual que el valor obtingut amb Ia
membrana de 10 kDa (82%). El percentatge de reduccié conjuntament en les dues
etapes -concentracio i diafiltracié- va ser, com ja hem dit a 1’apartat anterior d’un
84,98% per la membrana de 30 kDa i d’un 84,92% per la de 10 kDa. Amb la membrana
de 30 kDa veiem també que el valor de la conductivitat en el producte final va ser

Ileugerament superior al del plasma inicial, pero es va considerar acceptable.

Fent el balang de proteina d’aquesta etapa veiem que s’obtenia una recuperacid del

94,56%, inferior al percentatge de recuperacid del procés amb la membrana de 10 kDa,
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que va ser del 98,2%. Aquesta menor recuperacié podria estar relacionada amb una
major absorci6 de molecules de proteina a la superficie de la membrana de
poliacrilonitril, i aixo coincidiria també amb la reduccié més elevada de flux que s’havia

observat a I’etapa de concentracio.

Un dels inconvenients de la diafiltracié és 1’elevat consum d’aigua que representa
(Lipnizki et al., 2002; Vilardell, 2010). Amb la membrana de 30 kDa es va assolir una
eficacia de concentracio i dessalat equivalent a la de la membrana de 10 kDa i hem
obtingut productes finals amb caracteristiques fisico-quimiques practicament identiques,
perd hem reduit el temps de processament i hem calculat que caldria un volum inferior
d’aigua de diafiltracio per assolir valors de conductivitat similars als del plasma inicial.
Encara que els guanys (estalvi de temps i aigua) en les nostres condicions semblin
petits, cal tenir en compte que només hem processat un volum de 4 litres de serum en
cada lot i que, ’estalvi podria resultar realment important en processos industrials on es

tractés un volum gran de producte.
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4.4. Caracteristiques fisico-quimiques del serum deshidratat

Es va procedir a deshidratar per atomitzacié les mostres de sérum dessalat i a
determinar la composicié del producte en pols. Els resultats de la caracteritzacid es

presenten el la taula 4.8.

Taula 4.7. Caracteristiques fisico-quimiques de serum deshidratat (mitjana £ desviacio
estandard, n=5)

Humitat Cendres Proteina
(%) (%) (%)
Sérum en pols 5,91+1,71 1,37+0,17 87,87+5,35

Es va obtenir una variabilitat elevada en la composicié de les mostres deshidratades
degut a problemes en el funcionament del sistema d’atomitzacid. Aquests problemes no
ens van permetre deshidratar la mostra corresponent a 1’altim lot de produccio i es va
procedir al seu emmagatzematge en congelacio. Tanmateix, I’atomitzacidé es pot
considerar un bon meétode de conservacidé a llarg termini del serum concentrat. La
composicié mitjana del producte deshidratat es va considerar adequada per a un
ingredient proteic funcional i ens va permetre plantejar la seva incorporacié en la

formulaci6 de matrius alimentaries.

Una vegada determinades les condicions de procés adequades per a I’obtencid del sérum
concentrat es pot procedir a la produccio de la quantitat necessaria per fer les proves
d’aplicaci6. Inicialment s’estudiara la possibilitat d’utilitzar-lo com a substitut
d’ingredients que incrementen la capacitat de retencio d’aigua i actuen com a agents
emulsionants i/o texturitzants en productes carnis cuits, per exemple salsitxes tipus

frankfurt i patés de fetge de porc.
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Conclusions

. CONCLUSIONS

S’ha escalat satisfactoriament el procés de fraccionament del plasma de sang
porcina per salting out (20% (NH4)2SOa4) per precipitar i separar el fibrinogen i
obtenir un volum minim de 5 L de serum en cada lot de producci6. La conductivitat
del sérum obtingut en I’ctapa de fraccionament ha resultat ser 7-7,5 vegades

superior a la del plasma inicial.

S’ha posat a punt la tecnologia de concentracid i dessalat de sérum mitjangant un
equip de separacio per membranes de planta pilot amb dos moduls de membrana
espiral: polietersulfona (10 kDa) i poliacrilonitril modificat (30 kDa). Les
condicions de procés han estat: cabal recirculacio de 400 L/h, pressio tansmembrana
de 2 bar, factor de concentraci6é volumetric de 2 i volum d’aigua de diafiltracié igual

a 2,5 vegades el volum de mostra a processar.

En I’etapa de concentracio, i en les condicions de procés utilitzades en aquest
treball, s’han obtingut fluxos mitjans de permeacié de 36,7 1 de 43,3 mL/min amb
les membranes de 10 i 30 kDa, respectivament. Les taxes de permeacio obtingudes
al final del procés han estat 5-6 L/m?.h, independentment de la membrana utilitzada,

tot i que la reduccio ha estat més important en la membrana de poliacrilonitril.

L’etapa de concentracid ha permés eliminar part del contingut en sals, ja que s’ha
reduit entre un 13 i un 15% la conductivitat del sérum, i assolir un factor de
concentracio proteic de 1,6, que correspon a un contingut del 9-10% de proteina.
Les pérdues de proteina en el permeat han estat inferiors al 0,17% i les
caracteristiques del producte obtingut han estat similars pels dos tipus de procés (10
i 30 kDa).

En els dos processos, 10 1 30 kDa, la diafiltracié consistent en 1’addicié d’un volum
d’aigua de 2,5 vegades el volum de la mostra a processar, ha permes obtenir un grau
d’eliminacio de sals satisfactori, amb una reduccié de la conductivitat del sérum
concentrat d’aproximadament el 82%. En ambdods casos s’ha obtingut sérum
dessalat amb un contingut en cendres inferior al del plasma inicial. Les perdues de

proteina en el permeat de diafiltracio han estat relativament petites (<15%), tot i que
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6)

7)

8)

Conclusions

el grau de recuperacio proteica ha estat Ileugerament superior amb la membrana de

polietersulfona.

Les taxes de permeacié han anat augmentant durant 1’etapa de diafiltracio 1 al final
s’ha obtingut una taxa fins i tot superior a la que hi havia a I’inici del procés de

concentracio.

La utilitzacié d’una membrana de pes molecular de tall més alt (30 kDa) ha
representat un estalvi d’uns 27 min de temps de processament respecte el que
requeria la membrana de 10 kDa, en total unes 2,75 h. Aquest estalvi es podria
considerar significatiu si es pogués extrapolar a un procés industrial de més llarga

durada, ja que s’ha reduit un 16% el temps de processament.

La tecnologia de separacié per membranes ha estat adequada per obtenir concentrats
de serum 1 ha permes eliminar 1’excés de sals afegides durant el fraccionament. El
producte final deshidratat conté quasi un 88% de proteina, un 1,4% de cendres i una
humitat residual al voltant del 6%. En general podem dir que, el procés que s’ha
posat a punt, permet produir la quantitat de sérum concentrat necessaria per fer
proves d’aplicacié com a substitut d’ingredients funcionals en productes carnis cuits

o altres matrius alimentaries.
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