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ABSTRACT

In this work the feasibility of a diafiltration process using tubular ceramic membranes for the
recovery of galacturonic acid, extracted from onion skin wastes, has been studied.

In the first stage of the work, galacturonic acid (which is the main component of pectin) was
extracted from onion skin wastes (OSW) using subcritical water. In each experiment, 15 g of
OSW were mixed with 0,35 L of water in a high-pressure extractor and heated up to 145 °C
and 40 bar for 45 min. The liquid extract was characterized in terms of composition by HPLC,
in order to quantify the amount of galacturonic acid extracted (either in monomeric or
oligomeric form) and the impurities co-extracted: free sugars (monosaccharides), organic acids
(mainly formic and acetic) and other degradation products such as furfural and HMF formed
from the degradation of the sugars present in the raw material.

In the second stage of this work the aim was to study the separation of the oligomeric
galacturonic acid from these impurities. For that purpose, multichannel ceramic membranes
(Tami Industries) with an active layer of TiO, and 132 cm? of effective area were used. The
molecular weight cut off (MWCO) of the selected membranes were 1, 5 and 50 kDa. Feed
flowrate was set at 15 L/h and transmembrane pressure (TMP, in the range from 0.2 to
1.25 bar) was adjusted to the desired values by using a valve placed after the membrane
module. Permeate fluxes (Jp) were determined volumetrically under different operating
conditions. The retention of galacturonic acid (either in monomeric or oligomeric form were
calculated), as well as that of the impurities was calculated. All the experiments were carried
out at 25 °C and in total recirculation mode.

It was found that the higher the MWCO, the higher the permeate flow rate, leading to a final
flux of permeate constant due to the high degree of fouling observed on the membrane. It was
also observed a dramatic decrease in the permeate flux when using the subcritical water
extract (< 90 %) compared to that obtained when distilled water was used. This fact indicated
an important membrane fouling due to the presence of colloidal matter. This fouling resulted
to be reversible, since after chemical cleaning, the membrane recovered the full filtration
capacity, evaluated in terms of permeate flux using water. All in all, a retention of oligomeric
galacturonic acid higher than 70% was obtained when the MWCO was1 kDa, which was
reduced to 50 % when either the 5 or 50 kDa membranes were used.

Then, in order to complete the separation of the oligomeric galacturonic acid and the low
molecular weight purities a diafiltration process using the 50 kDa membrane was carried out.
After 480 min of experiment the complete removal of the impurities was obtained, leading to a
retentate rich in oligomeric galacturonic acid.

Keywords: oligosaccharide fractionation; membrane fouling; solid byproduct valorisation;
biorefinery.

1. INTRODUCCION

En la actualidad se esta produciendo un cambio en lo referente al consumo de alimentos mas
saludables, para lo cual es necesario que estén enriquecidos con ingredientes naturales. Es
por ello, que se necesitan nuevas fuentes de ingredientes bioactivos que cumplan esa funcion.
En paralelo, dentro del sector agroalimentario, una gran parte de los productos hortofruticolas
son desechados, terminando en vertederos, a pesar de ser ricos en compuestos bioactivos.
Esto provoca la generaciéon de grandes cantidades de materia contaminante que podria ser
utilizada como subproductos potencialmente valorizables.

Teniendo en cuenta, la Directiva 2008/98/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 19
de noviembre de 2018, sobre los residuos, establece que: “es importante favorecer la
valorizacién de los residuos y la utilizacion de materiales valorizados a fin de preservar los
recursos naturales”. Su desarrollo busca contribuir a la transformacion de los paises miembros
de la UE en una “sociedad de reciclado”, evitandose asi la generacién de residuos y el uso de
los mismos como un recurso valorizable [1], permitiendo esto transformar a los residuos en
subproductos [2].
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En este sentido, las de pieles de cebolla son residuos sdélidos industriales con gran potencial,
debido a que contienen compuestos bioactivos que podrian ser empleados en diferentes
aplicaciones tanto en la industria alimentaria, como en la farmacéutica y en la quimica. Se
destacan como compuestos bioactivos presentes en este residuo, los compuestos
organosulfurados (OSC) principalmente tiosulfinatos, la quercetina y otros compuestos
fendlicos, los fructooligosacaridos (FOS), la pectina y otros componentes estructurales [3].
Por otra parte, la generacion de este residuo es elevada debido a que un 10 % del peso de
las cebollas corresponde a sus pieles, siendo los datos de produccion anual de cebollas en
2020 en Espana de 1.319.800 toneladas, de 10.362.668 toneladas a nivel europeo y de
104.554.458 toneladas a nivel mundial [4]. Estas pieles se estan tratado como un residuo ya
que no se pueden emplear ni para fines agricolas, como por ejemplo para abono, ni para
alimentacion animal, debido a la presencia de compuestos sulfurados. Es por ello que seria
una buena alternativa revalorizar la piel de cebolla como un subproducto para la obtencién de
los compuestos bioactivos mencionados, entre los cuales se encuentra la fraccidon de pectina.
Se requiere la busqueda de nuevas fuentes y métodos de extraccion para la produccién de
pectina a partir de productos naturales por la demanda existente, tanto por la industria
alimentaria como por la industria farmacéutica, y se ha estimado que esta demanda alcance
las 40.000 toneladas anuales, con un crecimiento anual de alrededor del 5 % [5]. Por esta
razon, es interesante el empleo de la piel de cebolla como fuente natural para la obtencion de
pectina consiguiéndose ademas la revalorizacion del residuo, la cual va a contribuir a la
sostenibilidad ambiental ya que transformariamos la piel de cebolla en un subproducto.

1.1. Pectinas

La pectina es un heteropolisacarido formado por distintos dominios interrelacionados y que
forma parte de la pared celular de las plantas. La cantidad relativa y la estructura de la pectina
depende del origen botanico, los 6rganos y tipos de células consideradas, etapas de
desarrollo celular, la ubicacién en la pared celular y, de forma indirecta, el método de
extraccion empleado [6].

La pectina esta constituida principalmente por acido D-galacturénico, el cual se encuentra
unido a diversos azucares neutros como la ribosa, galactosa, arabinosa y sacarosa.
Estructuralmente la pectina esta formada por tres dominios que seran descritos a continuacion
[6-9].

i. Homogalacturonano (HG): Es un homopolimero lineal de residuos acido a-D-
galacturénico unidos mediante enlaces glucosidicos a (1 — 4). Este dominio es el mas
simple y abundante en la pectina, representando entre el 75 — 100 % de la pectina.
Ademas, este dominio constituye la cadena principal de la pectina.

i. Ramnogalacturonano | (RG-I): Este dominio representa entre el 10 — 25 % de la pectina.
Se encuentra en la region mas ramificada, la cual contiene una alta cantidad de
azucares neutros (arabinosa, galactosa, manosa). Su columna vertebral esta formada
por la repeticion del disacarido de ramnosa y acido galacturénico.

iii. Ramnogalacturonano Il (RG-II): Es el domino mas conservado y extendido de las planta,
ademas de ser la rama mas compleja. Representa entre el 0 — 10 % de la pectina.

Los dominios RG-I y RG-Il se denominan region peluda de la pectina, mientras que el dominio
HG se denomina region lisa de la pectina [6-9].

Como se ha comentado anteriormente, las pectinas estan constituidas principalmente por
acido galacturoénico siendo este acido y sus derivados de gran interés en diversas aplicaciones
industriales. Un ejemplo es en la industria alimentaria como agente espesante, y otro ejemplo
seria en la industria farmacéutica para la produccién de vitamina C.

Hay que anadir que para poder emplear la pectina en diferentes aplicaciones alimentarias o
farmacéuticas es necesario que la cantidad minima de acido galacturdnico que contiene en
su estructura sea del 65 %, ya que si esta cantidad de acido es inferior no se considera que
es una pectina como tal. La cantidad de acido galacturénico que contienen las pectinas va a
determinar el grado de pureza de éstas junto al grado de metilacion para que sean destinadas
para un uso u otro en las diferentes industrias que emplean las pectinas en la fabricacion de
diversos productos [10,11].
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Figura 1. Representacion de (A) la estructura de la pectina, (B) la estructura del homogalacturonano y
(C) la estructura del ramnogalacturonano.

De forma convencional, el proceso para la extraccion de pectinas se basa en una extraccion
acuosa (a pH 2, conseguido mediante el empleo de un acido inorganico y a temperaturas en
torno a 85 - 90 °C). Tras la extraccion, las pectinas disueltas en el medio acuoso se precipitan
mediante la adicion de un alcohol. Este proceso a escala industrial genera gran cantidad de
residuos (corrientes acuosas acidas o mezclas etanol agua). Es por ello que se necesiten
medios de extraccién alternativos como microondas, ultrasonidos, agua subcritica. Las
principales ventajas que presentan los métodos de extraccion novedosos, en comparacion
con los métodos de extraccidn convencionales son que se consigue una extraccion mas
eficiente, son respetuosos con el medio ambiente y el tiempo de extraccidén se ve reducido
[12-14].

1.2. Extraccion con agua subcritica

Entre todos los métodos de extraccion de pectinas el agua subcritica es muy prometedor,
debido a sus propiedades. El agua subcritica se define como agua que se encuentra en estado
liquido a una temperatura superior a la de ebullicion (100 °C) e inferior a la temperatura critica
(374 °C) mediante la aplicacion de altas presiones [12,14]. En condiciones subcriticas las
siguientes propiedades del agua se ven modificadas: la constante de ionizacién, la difusividad,
la viscosidad, la polaridad, de la tension superficial y de la densidad. La aplicacion de altas
temperaturas en combinacion con las altas presiones permite al agua penetrar en la matriz de
la muestra aumentado asi su solubilidad y la transferencia de masa a la vez que se reduce la
viscosidad del solvente y su tension superficial [14]. Por esta razon, la extraccién con agua
subcritica es una buena opcion para la extraccion de compuestos bioactivos presentes en
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vegetales [12,13,15], ademas de favorecerse las reacciones de hidrolisis al aumentar el
producto iénico del agua.

Ademas de las ventajas mencionadas anteriormente, la extraccion con agua subcritica
permite la recuperacion de compuestos bioactivos sin la necesidad de utilizar disolventes
organicos y sin generar liquidos residuales, lo que hace que esta técnica de extraccion este
englobada dentro de las tecnologias verdes o respetuosas con el medio ambiente.

La extraccion con agua subcritica es una técnica que ya se ha empleado para la recuperacion
de las pectinas y de polisacaridos de diversas matrices vegetales. El rendimiento de
extraccion de la pectina con los métodos tradicionales se encuentra entorno al 2,4 - 21,7 %,
mientras que con el agua subcritica se encuentra alrededor de 0,72 - 4,88 % [12], con lo cual
el rendimiento de extraccidén con agua subcritica se encuentra dentro del rango de las técnicas
convencionales, pero estas técnicas tradicionales como se ha comentado anteriormente
suponen un tratamiento mas agresivo en la extraccion de la pectina y una mayor
contaminacion ambiental. Por ello, la extraccion con agua subcritica es una buena alternativa
para obtener un buen rendimiento en la extraccion de la pectina con una menor contaminacion
ambiental. Algunas de las investigaciones que han utilizado la extraccion de pectina con agua
subcritica son las que han llevado a cabo Rincén et al. [13] con los residuos de poda de laurel
determinaron que a 160 °C durante 5 min se consigue un polimero enriquecido con
carbohidratos con un alto contenido en pectinas, que conservan los acidos fendlicos que se
encuentran adheridos a su estructura, Mohd Rasidek et al. [12] con la cascara del platano
determinaron que el mejor rendimiento de extraccion de la pectina se consigue a 140 °C
cuando se somete la cascara del platano a esta temperatura durante 5 min, Zhang et al. [15]
con pulpa de manzana determinaron que el mejor rendimiento de extraccién de la pectina se
consigue a 140 °C. Un inconveniente que se ha encontrado a la hora de realizar extracciones
con agua subcritica es la hidrdlisis de la propia pectina y la formacion de productos de
degradacion, tales como acidos organicos, HMF o furfural. Estos productos de degradacion
deben ser eliminados para poder tener una pectina lo mas pura posible, por ello se emplea
como alternativa a la separacion de dichos productos el uso de membranas, las cuales
permitiran separar la pectina, en funcién de su peso molecular, de los productos de
degradacion.

1.3. Separacion con membranas

La tecnologia de separacion con membranas esta englobada dentro de las tecnologias limpias
y respetuosa con el medio ambiente debido a que presenta un bajo consumo energético, no
requiere del uso de disolventes organicos para la separacion de los compuestos de interés, y
produce una baja emision de residuos [16]. Ademas, esta tecnologia permite una separacion
en continuo, una facil combinacién con otras etapas del proceso productivo industrial y su
inversion es baja en comparacion con otras técnicas de separaciéon [17]. Por estas razones,
ha sido seleccionada en este trabajo como técnica de separacion para estudiar el
fraccionamiento de los hidrolizados de agua subcritica (Subcritical Water Hydrolysate, SWH)
obtenidos a partir de residuos de piel de cebolla, con el objetivo de evaluar la posibilidad de
separar la fraccién oligomérica del acido galacturénico de mayor peso molecular, que es el
principal constituyente de las pectinas, del resto de componentes presente en el hidrolizado.

Entre todos los procesos de separacién con membranas, los impulsados por una diferencia
de presion, denominados como procesos de filtracion con membranas, son ya ampliamente
utilizados para diversas aplicaciones y su clasificacion se muestra en la Figura 2. Un
parametro que se debe tener en cuenta a la hora de trabajar con la tecnologia de filtracion
con membranas es el tamafno de poro de la membrana, que sera seleccionado en funcién del
peso molecular de los constituyentes del SWH. Las membranas de microfiltracion permiten la
separacion de moléculas con un tamafo comprendido entre 0,05 - 10 yum (macromoléculas
con un peso molecular > 200 kg/mol) y las de ultrafiltracién permiten retener moléculas con
un peso molecular entre 1 - 200 kg/mol, considerandose membranas de ultrafiltracion fina
aquellas que tienen un tamafio de poro inferior a 10 kDa. La membranas que se utilizan en la
nanofiltracion permiten separar moléculas con un diametro inferiora 1 nm o lo que es lo mismo
separa moléculas con un peso molecular inferior a 1 kg/mol. Por ultimo, en los procesos de
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osmosis inversa se consiguen retener incluso sales disueltas [17]. En cuanto a las
membranas, se dispone comercialmente de un gran abanico de tipos de membranas y
configuraciones, siendo las membranas organicas en configuracion plana o tubular las mas
utilizadas a nivel industrial. En la actualidad, debido a la vida util limitada que presentan las
membranas organicas, se estan empezando diversos estudios para sustituir las membranas
organicas por inorganicas. En este sentido, es importante indicar que las membranas
inorganicas ceramicas son quimicamente estables en medios acidos y basicos (1 < pH < 14)
y soportan altas temperaturas (150-180 °C) sin sufrir ningin cambio estructural. Estas
caracteristicas especiales de las membranas inorganicas ceramicas hacen que puedan ser
potencialmente aptas para acoplarse en continuo al reactor de extraccién con agua subcritica
[18].

lons Ivlolecules Ivlacro molec ks
Microfiltration
stk
Ttrafiltration
-
MNanefiltration
-k
Eenerzed osmgais
1nm 10 nm 100 rom. 1um

Figura 2. Representacion grafica de los diversos de tipos de procesos de filtracion con membrana
en funcién del tamafio de poro.

La ultrafiltracion (UF) ha resultado ser una técnica eficiente de separacién en la recuperacion
de pectinas de extractos acuosos a partir de matrices vegetales, pero el corte molecular de la
membrana que se ha utilizado ha sido muy diferente segun la procedencia del extracto de
pectinas. Neggaz et al. [19] consiguieron buenos resultados de retencién empleando
membranas con un corte molecular de 10 kDa y 50 kDa a partir de disoluciones sintéticas de
pectina, Qiu et al. [20] utilizaron membranas con un corte molecular comprendido entre 5 —
300 kDa para conseguir una buena separacion de los extractos de pectinas a partir de
manzana, pero Gomez et al. [11] tuvieron que utilizar una membrana con un corte molecular
de 1 kDa para las disoluciones de pectinas obtenidas a partir de residuos de cascara de limon,
sin embargo, Kang et al. [21] necesitaron una membrana con un corte molecular de 8 kDa
para obtener una retencion suficiente de la pectina procedente del girasol.

Un inconveniente para la aplicaciéon de la UF en la separacion de pectinas y oligosacaridos ha
sido el ensuciamiento de la membrana [19]. Hay que destacar que en funcion del tamafo del
poro, la membrana actuara de una forma u otra acarreando restricciones en los diversos tipos
de filtracion que se pueden llevar a cabo, siendo las restricciones debidas a la polarizacion de
la concentracién de polisacaridos, como es el caso de la pectina, provocando la formacién de
un gel en la membrana y aumentando asi el ensuciamiento de ésta. Por este motivo, entre
otros, antes de seleccionar una membrana hay que conocer cuales son exactamente las
caracteristicas del producto que se quiere estudiar mediante la separacion con membranas
[17]. También hay que indicar que se requiere realizar una optimizacion de los parametros de
operacion tales como, la presion transmembrana (PTM), la temperatura y la velocidad
tangencial y asi reducir los efectos de ensuciamiento y aumentar la densidad de flujo de
permeado durante la UF. Un cambio en la temperatura y en la velocidad tangencial, en
muchas ocasiones, no mejora sustancialmente el proceso de filtracién cuando se trabaja en
con disoluciones ricas en oligosacaridos [22]. Sin embargo, la PTM puede ser un parametro
que puede contribuir a mejorar la densidad de flujo de permeado de los extractos en estudio
[19].
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2. OBJECTIVES

The main purpose of this work has been to study the feasibility of a diafiltration process using

tubular ceramic membranes for the recovery of galacturonic acid extracted from onion skin

wastes using subcritical water.

In order to achieve this main goal, the work has been divided in the following partial objectives:

i.  Study of the extraction process of galacturonic acid using subcritical water (145 °C,

40 bar). For this partial objective, it has been necessary to learn how to handle a high
pressure and temperature batch extractor.

ii. Identify and quantify the main components present in the extract (galacturonic acid,
either in monomeric or oligomeric form; and impurities) by HPLC.

ii.  Evaluate the separation efficiency between galacturonic acid and the impurities using
the membrane technology, studying the effect of the main parameters: the membrane
pore size and the transmembrane pressure, in a total recirculation mode experiments.

iv.  Evaluate the feasibility of diafiltration as a purification process in order to obtain a
complete purification of the high molecular weight galacturonic acid oligomers.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiales

El residuo utilizado como materia prima en este trabajo fue un triturado de pieles de cebolla,
proporcionado por la empresa Embutidos Cardefia, después de un proceso de extraccion de
compuestos fendlicos. En la Tabla 1 se muestran los resultados de composicién de dicho
residuo, siendo éste el empleado para obtener el SWH.

Tabla 1. Composicion del residuo de la piel de cebolla utilizada como materia prima para la
obtencion del SWH [23].

COMPUESTOS CONCENTRACION (g /100 g)
Glucano 33,3+0,2
Arabinano 1,6 +£0,1
Galactano 2,0+0,2
Xilano 2,1+0,1
Rhamnano 0,90 +£ 0,03
Acido glucurénico 0,16 £ 0,02
Acido galacturénico 18,9+ 0,3
Lignina total 16,3+0,6

Lignina soluble 10,5+0,4
Lignina insoluble 59+0,2
Proteina total (PT) 3204
Carbono total (C) 40,3+0,3
Hidrégeno total (H) 5,6+0,1
Nitrégeno total (N) 0,7+0,1
Oxigeno total (O) 448 + 0,7
Ratio H/C 1,68 £ 0,04
Ratio O/C 0,80 + 0,01
Cenizas total 85+0,3

En la Figura 3, se muestran las fotografias de la piel de la cebolla y del triturado de piel de
cebolla, el cual se empled para obtener el SWH.

Los compuestos quimicos utilizados a lo largo de la investigacion han sido los siguientes:
hidroxido de sodio (Labkem); Acido fosférico (Corfacas S.A. al 76 %); Acido sulfarico (VWR,
BDH Chemicals al 72 %); Carbonato calcico (VWR, BDH Chemicals). Estos compuestos
quimicos se han empleado tal y como los proporciona el fabricante, sin ser sometidos a
proceso de purificacion durante el desarrollo de este trabajo.

Los materiales basicos de laboratorio que se han utilizado son probetas, vasos de precipitado,
agitador, termometro de mercurio, bafo termostaticoUltraterm (P. Selecta), matraz aforado,
pipetas, balanza Radwag PS 1000/C/2 con error de + 0,001 g y agua ultrapura.
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(B)

Figura 3. Fotografias de la (A) piel de la cebolla y (B) triturado de piel de cebolla.
3.2. Proceso de extraccion con agua subcritica (PLE)
El equipo utilizado para la obtencion del extracto del triturado de piel de cebolla mediante la
extraccion en condiciones subcriticas, esta representado en la Figura 4. Ademas, hay que
indicar que fue disenado por el propio equipo de investigacion BIOIND. Las caracteristicas
que presenta dicho equipo es que permite la extraccion de compuestos bioactivos con liquidos
presurizados en discontinuo, con un volumen de 0.5 L y fabricado en acero inoxidable. Permite
trabajar a una temperatura maxima de 250 °C y a un presién maxima de 70 bar. Este equipo
consta de una resistencia eléctrica como sistema de calentamiento, un mandémetro, una
valvula que permite la entrada de nitrégeno (empleado para presurizar el sistema a la presion
de trabajo), una placa agitadora, una valvula de purga y una valvula de extraccion por la cual
se obtiene el extracto.

Figura 4. Fotografia del equipo de extraccion con agua subcritica utilizado para la obtencion del
hidrolizado de triturado de piel de cebolla.

Para la obtencién del extracto se mezclaron 15 g de triturado de piel de cebolla (tamafio de
particula < 1 mm) con 0,35 L de agua destilada. Esta mezcla se sometié a las condiciones
subcriticas, a una temperatura de 145 °C durante 45 min, con una presion de 40 bar. Estas
condiciones de trabajo han sido definidas en investigaciones previas a la realizacion de este




Trabajo de Fin de Grado Laura Inés Tejera Ramos
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos Universidad de Burgos

trabajo. Benito Roman et al. [23] demostraron que la extraccion con agua subcritica a 145 °C
es la temperatura a la cual se consigue extraer aproximadamente el 50% del acido
galacturénico presente en el triturado de piel de cebolla y que el uso de temperaturas
superiores a 145 °C no mejora la extraccion de dicho compuesto.

Al finalizar el proceso de extraccion, se dejo enfriar el reactor a temperatura ambiente y se
procedié a su apertura. Posteriormente, se separ6 el extracto liquido del sélido agotado,
mediante filtracion con tela filtrante. El extracto liquido asi obtenido se conservdé a una
temperatura de congelacion, de — 20 °C, y se dividio en frascos con una capacidad volumétrica
de 0,2 L. De esta forma se evito la degradacion de los compuestos que se encuentran en el
hidrolizado ya que la mayor parte de estos compuestos son azucares, los cuales a
temperatura ambiente pueden fermentar y, también, puede tener lugar la aparicién de mohos.
Este extracto liquido es el hidrolizado de agua subcritico empleado como alimentacién para
el estudio de UF.

3.3. Proceso de ultrafiltraciéon y de diafiltracién

El equipo utilizado para la realizacion de los experimentos de fraccionamiento con membrana
del SWH esta representado en la Figura 5. Este equipo consta de un tanque de vidrio
encamisado, de 0,5 L con la alimentacion, el cual se conectdé a un bafo termostatico que
permiti® mantener la alimentaciéon a una temperatura constante. Esta alimentacion fue
impulsada con una bomba peristaltica (Masterflex L/S, modelo 77201-62) hasta el médulo de
membrana. En el sistema se instalaron dos mandmetros, uno a la entrada y otro a la salida
del médulo de membrana, y una valvula que permitié regular la presién transmembrana.
Todas las tuberias del equipo fueron de gomas de silicona (MasterFlex LS 15) con un diametro
interno de 4,8 mm.

Permeado
(A)

(B)

Figura 5. (A) Representacion esquematica del diagrama de flujo de funcionamiento y (B) fotografia
del equipo empleado en los experimentos UF y DF

Todos los experimentos de filtracion se realizaron empleando membranas ceramicas
inorganicas ultraporosas de TiO,, soportadas en titania (Tami, Francia). Se trata de
membranas tubulares multicanal de siete canales, con un diametro externo de 1 cm, de 0,2
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cm de diametro hidraulico cada canal, con un area de membrana de 132 cm? y una longitud
de 25 cm. Las membranas utilizadas tuvieron un tamafio de poro comprendido entre 1 kDa y
50 kDa.

Figura 6. Fotografia de las membranas ceramicas de TiO2 multicanal (7 canales) empleadas en
los experimentos de UF y DF realizados durante este trabajo.

La PTM se determind con la medida de la presidn proporcionada por los mandmetros
instalados a la entrada y salida del médulo de membrana, utilizando la Ecuacion 1.

PTM =75 (1)

donde, Pk es la presion medida con mandmetro a la entrada del modulo de membrana, Ps es
la presion medida con el manémetro a la salida del médulo de membrana.

La densidad de flujo permeado se midié por gravimetria (balanza electronica Radwag PS
1000/C/2) en los tiempos establecidos. Para determinar la densidad del flujo de permeado (Jp)
se calculé utilizando la Ecuacién 2.

=1 (2)

Am*t
donde, mp es la masa del permeado (kg), Am es el area de membrana (m?), t es el tiempo del
proceso (h) [24].
El grado de ensuciamiento de la membrana durante el proceso de filtracion se estudio
utilizando el modelo de resistencias en series y la Ley de Darcy, con los valores
experimentales de Jp y PTM [25,26]:

rr = (t + 1) =% (3)

donde, PTM es la presion transmembrana (Pa), u es la viscosidad del extracto (Pa's), rr es la
resistencia total que ofrece la membrana a la transicion del extracto durante los procesos de
UF y DF (m™), rm es la resistencia hidraulica que ofrece la membrana a la transicion del agua,
2r; es el sumatorio de las resistencias secundarias generadas por la polarizacion por
concentracién y ensuciamiento de la membrana y se ha determinado realizando los
experimentos de UF con agua destilada a PTM comprendidas entre 0,25 y 2,25 bar [25,26].

Para determinar la resistencia hidraulica de la membrana (rn) se utilizé la Ecuacion 3 y los
datos experimentales de la densidad de flujo de permeado obtenidos en la ultrafiltracion del

agua ultrapura (Jw), siendo en este caso ri = 0 y se cumple lo establecido en la Ecuacion 4:
AP
rm=— @
) M Jwn (4) _ _
Una vez determinado el valor de rm, se calculd el valor de rr a partir de la Ecuacién 3. Por otra
parte, se determind el porcentaje de variacion de las resistencias de ensuciamiento a partir de

la Ecuacion 5.

%re = =2+ 100  (5)

m
Al finalizar cada experimento de filtracion se realizé la limpieza del equipo y de la membrana.
Primero se limpiaron el equipo y la membrana con una solucién de detergente y un aclarado
con agua. Después se realizaron dos lavados quimicos; primero un lavado acido con una
disolucién de acido fosfoérico y, a continuacion, un lavado acido con hidréxido de sodio 0,2 M.
Las condiciones de trabajo en ambos lavados fueron a temperatura ambiente y aplicando una
PTM de 0,5 bar durante 60 min y tras cada lavado se realizd un aclarado con agua destilada
aplicando la misma PTM que en los lavados para eliminar los compuestos quimicos
empleados. Tras el proceso de limpieza se midié la densidad del flujo de permeado de la
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membrana con agua destilada para comprobar que la limpieza se realizd correctamente vy,
ademas, para conocer el grado de recuperacion de la membrana.

3.3.1. Experimentos a recirculacion total

En la Figura 7 se muestra el diagrama de flujo del proceso de UF a recirculacion total utilizado
en este estudio. Se utilizaron membranas de 1, 5y 50 kDa. En estos experimentos, el tanque
se cargo con 200 g (200 mL) de SWH y se impulso al modulo de membrana con ayuda de la
bomba peristaltica. Durante todo el experimento el permeado vy el retenido se recircularon al
tanque de alimentacion. Se tomaron muestras de permeado a los 60 y 120 min para
determinar el grado de retencion de la membrana. Este grado de retencion se calculd con la
siguiente Ecuacion:

R () = (1 —z—z) £100  (6)

donde, C es la concentracion de cada uno de los compuestos en estudio del SWH y los
subindices p y a hacen referencia al permeado y alimentacién SWH, respectivamente.

Retenido

SWH 4 >

Permeado

Figura 7. Representacion del diagrama de flujo de UF a recirculacion total.

3.3.2. Experimentos de diafiltracion

En la Figura 8 se muestra el diagrama de flujo del proceso de DF empleado para el proceso
de fraccionamiento/purificacion del SWH. En estos experimentos, el tanque se cargd con 200
g (200 mL) de SWH que se impulsé al médulo de membrana con ayuda de la bomba
peristaltica.

Retenido

SWH ]

A4

\4

Agua >

Tanque de
permeado

Figura 8. Representacion del diagrama de flujo del proceso de DF.
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Durante todo el experimento el retenido se recirculé al tanque de alimentacion, el permeado
se recogio de forma continua en el tanque de permeados y, para ello, se fue introduciendo
agua ultrapura al tanque de alimentacion para mantener un volumen constante. Se tomaron
muestras de permeado, en intervalos de tiempo preestablecidos, a lo largo de todo el proceso
de filtracién para conocer el fraccionamiento del SWH.

3.4. Métodos analiticos

3.41. Fraccion de oligosacadridos y compuestos organicos de degradacion

Para cuantificar y determinar los azucares, acidos urdnicos (glucurénico y galacturénico), los
acidos organicos (formico y acético) y los compuestos de degradacion (HMF y furfural)
formados durante la extraccion a 145 °C del triturado de piel de cebolla con agua subcritica
se ha empleado un equipo de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), con una columna
Biorad Aminex-HPX-87H, que tiene un detector de ultravioleta (VWD) que mide la absorbancia
en el rango de ultravioleta de los acidos, un detector de indice de refraccién (RID) que mide
la absorbancia en el rango infrarrojo, principalmente, de los azucares y algunos acidos. La
fase movil utilizada fue una disolucion de acido sulfurico 0,005 M con agua miliQ. El equipo
trabaja a 40 °C con un flujo de 0,6 mL/min para determinar la composiciéon del extracto y la
duracion del analisis de cada muestra fue de 67 min [27]. Los azucares libres, los acidos
organicos y los productos de degradacion HMF y furfural fueron los productos considerados
como impurezas, por ello, debian ser separados de la pectina.

Para determinar la fraccion de pectina que se encontraba en forma oligomérica (y que no se
ha degradado durante la extraccion) se realizd una hidrdlisis acida al extracto liquido. Para
realizar la hidrolisis acida, siguiendo el protocolo NREL/TP-510-42623, a 5 mL de extracto
(previamente diluido 2.5 veces) se le anadieron 174 uL de acido sulfurico al 72 %; a
continuacion, la disolucidon se mantuvo durante 1 hora a 120 °C en el autoclave. Cuando
finalizé el tiempo de autoclave se saco la disolucion de este equipo, se dejo enfriar a
temperatura ambiente, se neutralizé con carbonato calcico hasta alcanzarun pHentre 6 -7 y
se dejo reposar. Por ultimo, la disolucion se filtrd y se analizé en el equipo HPLC en las
condiciones mencionadas anteriormente [27].

De esta forma se determiné la cantidad total de acido galacturénico de la muestra, y por
diferencia con el acido galacturénico libre determinado en el extracto liquido sin hidrolizar,
permitié obtener el contenido en acido galacturénico en forma oligomérica de la muestra.
Este procedimiento descrito se realizdé con todas las muestras que se han obtenido en los
procesos de filtracion, siendo las muestras analizadas, las siguientes: la alimentacion, los
diferentes permeados obtenidos, el extracto que ha quedado al finalizar el proceso de la
filtracion y el agua de limpieza de la membrana al finalizar el experimento.

3.4.2. Determinacion del pH

La determinacion del pH de todas las muestras que se han obtenido a lo largo del experimento
se ha realizado a temperatura ambiente con un pH-metro Crison GLP 22 que se ha calibrado
previamente con las soluciones tampoén apropiadas para este equipo.

En la Figura 9, se muestran las fotografias del equipo de HPLC y del pH-metro que fueron
utilizados para analizar el SWH y los permeados que se obtuvieron durante los procesos
filtracion.

(B)

Figura 9. Fotografia del (A) HPLC y (B) del pH-metro utilizados en este trabajo.
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3.5. Analisis estadistico

Cada experimento de extraccion se realizdé al menos dos veces y todos los extractos se
analizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como valor medio + la desviacion
estandar para poder evaluar el grado de dispersion de todos los experimentos que se han
realizado bajo las mismas condiciones de operacion y para validar los resultados. Se aplico el
método de diferencias significativas de Fisher, un valor de p < 0,05 confirman diferencias
significativas entre los valores (Statgraphics Centurion 18).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el apartado 4.1. se muestran los resultados del hidrolizado de triturado de piel de cebolla
con agua subcritica (SWH), el cual se obtuvo como se ha descrito en el apartado 3.2. y
analizado como se ha descrito en los apartados 3.4.1 y 3.4.2. Ademas, el SWH se empled
como alimentacion en estudio en los procesos de ultrafiltracion (UF) y de diafiltracion (DF). A
continuacion, en el apartado 4.2. se muestran los resultados del proceso de UF a recirculacién
total que permitieron realizar la seleccion del tamafo de poro de membrana que, a posteriori,
se empled en el proceso de fraccionamiento/purificacion de dicho hidrolizado. Después en el
apartado 4.3. se muestran los resultados sobre el efecto que presentan diferentes presiones
transmembranas (PTM) en los procesos de UF del SWH. Por ultimo, el apartado 4.4. recoge
los resultados que se obtuvieron en el proceso de purificacién al aplicar un proceso de
filtracion, siendo éste una DF.

4.1. Hidrolizado de agua subcritica (SWH)

En la Figura 10, se muestra la fotografia del hidrolizado obtenido con agua subcritica. Se
observo que el SWH presentaba un color marrén oscuro, siendo éste debido, por una parte,
a la presencia de HMF y de furfural y, por otra parte, a la presencia de las melanoidinas que
van a aportar al hidrolizado dicho color. La presencia de las melanoidinas fue debida a que en
el proceso de extraccion con agua subcritica han tenido lugar las reacciones de Maillard ya
que se expusieron los azucares, que contiene el triturado de piel de cebolla, a altas
temperaturas y, como resultado, dieron lugar a un SWH con un color marrén caramelizado.
También, se observé la formacion de espuma en el hidrolizado siendo debida a la presencia
de materia coloidal, que ademas, limit6 los procesos de filtracion debido a que impidié trabajar
con velocidades tangenciales elevadas (28).

Figura 10. Fotografia del hidrolizado del triturado de piel de cebolla con agua subcritica.

La Tabla 2, muestra la composicién del SWH de piel de cebolla. Este presenté un pH acido,
3,76 £ 0,06, y esta formado por una fracciéon de polisacaridos y por compuestos organicos de
degradacion, representando un 89,06 % y un 10,94 %, respectivamente.

La fraccién de oligosacaridos se encontraba formada por una fraccion de oligémeros totales
y por una fraccion de mondmeros totales, estas fracciones tuvieron una concentracion,
respectivamente, de 4187 mg/L y de 1088 mgl/L.

Se observo que los oligémeros totales se encontraban formados, fundamentalmente, por un
98,7 % de acido galacturdnico y, en menor cantidad, por acido glucurénico que representaba
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un 1,3 %. En los monémeros totales, al igual que en los oligdmeros, el componente que se
encontré formado esta fraccion fue, principalmente, el acido galacturonico, representando un
30 %, y, en menor proporciéon, por un 4 % de acido glucurdnico. En cuanto a los
monosacaridos se observd que representan un 66 % de los monosacaridos totales. Los
monosacaridos, presentes en el SWH, se encontraban formados por la glucosa, la xilosa, la
galactosa y la arabinosa.

Los compuestos organicos de degradacion presentaban una baja concentraciéon en SWH
(aproximadamente un total de 648,3 mg/L) y estaban formados por los acidos carboxilicos, el
HMF y el furfural, representando estos compuestos un 91,32 %, un 1,37 % y un 7,31 %,
respectivamente.

Tabla 2. Composicion quimica del SWH empleado como alimentacién en los experimentos de UF y

DF.
COMPUESTOS CONCENTRACION (mg/L)
Acido galacturénico (gT) 4133 + 15
Oligomérico (gO) 3806 £ 7
Monomeérico (gM) 327 +8
Acido glucurénico (gluT) 98 +5
Oligomérico (gluO) 54+3
Monomeérico (gluM) 44 + 2
Monosacaridos totales 717 £10
Glucosa 315+ 1
Xilosa 88+3
Galactosa 189 +1
Ramnosa No Detectado
Arabinosa 125+ 5
Acidos carboxilicos 592 + 37
Ac. férmico 476 + 20
Ac. acético 116 + 17
HMF 89+3
Furfural 474 +2

Al analizar los resultados obtenidos, mas detalladamente, en |la caracterizacion del hidrolizado
destaco que la fraccion de oligosacaridos es la mayoritaria y que los compuestos organicos
de degradacién eran minoritarios. Dentro de la fraccion de oligosacaridos la fraccion que
predomina es la oligomérica sobre la monomérica. Ademas, el acido galacturénico era el
compuesto mas representativo de la fraccion de oligosacaridos tanto en la fraccion
oligomérica como monomeérica. Al comparar la cantidad presente en estas dos fracciones hay
que afnadir que se encontraba en mayor cantidad en la oligomérica; que la cantidad de acido
galacturdnico sea la mayoritaria era lo esperado ya que éste era el compuesto mayoritario en
la estructura de la pectina. En la fraccion del resto de mondmeros, destacaba que el azucar
mayoritario era la glucosa y la ausencia de ramnosa. Que la ramnosa no se encontrara
presente en la fraccion monomérica no significa que no estuviera presente en el triturado de
piel de cebolla debido a que la ramnosa se encuentra formando parte de la estructura de la
pectina; para ser mas concretos, forma parte de los dominios ramnogalacturonano | y
ramnogalacturonano Il.

En lo que respecta a los compuestos de degradacién se analizaran por separado los
resultados que se obtuvieron. Primero se comentaran los &acidos carboxilicos y, a
continuacion, el HMF vy el furfural. Antes de proceder a un analisis mas detallado de dichos
compuestos hay que indicar que estos se encuentran formados, principalmente, por los acidos
carboxilicos.

Los acidos carboxilicos se encontraron constituidos, mayoritariamente, por el acido formico vy,
en menor cantidad, por el acido acético. La presencia de estos acidos organicos fue debida a
la degradacion de los grupos carboxilicos que presentan los carbohidratos, que forman parte
de la estructura del acido galacturénico, cuando se sometié la piel de cebolla a las condiciones
de agua subcritica [29,30].
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En lo referente al furfural se observé que su presencia fue debida al proceso de deshidratacién
de la xilosa, la cual se genero a partir de los acidos urénicos durante el proceso de extraccion
con agua subcritica, debido a que tuvieron lugar reacciones secundarias que incrementaron,
a priori, la presencia de la xilosa y, como consecuencia, dio lugar a la formacion del furfural
[30,31].

Por ultimo, hay que indicar que durante el proceso de extraccion con agua subcritica se
observo que se favorecié la deshidratacion de la fructosa debido a que ésta sufridé un proceso
de hidrdlisis y, como consecuencia, tuvo lugar la pérdida de tres moléculas de agua. Como la
cantidad de fructosa que presentd la piel de cebolla fue baja en el SWH se obtuvo una
pequefa concentracion de HMF [32].

4.2. Efecto del tamaio del poro de la membrana en la ultrafiltracién del SWH

Los experimentos de UF se realizaron a recirculaciéon total, con membranas de distintos
tamanos de poro para determinar el grado de retencién de la fraccién oligomérica del SWH y
el ensuciamiento de la membrana. Ademas, se han realizado experimentos de UF para
estudiar el efecto de la PTM y poder mejorar la filtrabilidad del hidrolizado. Todos los
experimentos se realizaron a una temperatura de 25 °C para evitar sobrecalentamiento y evitar
efectos de hidrdlisis.

4.2.1. Estudio del flujo de permeado y del ensuciamiento

Para estudiar el efecto del diametro de poro en el fraccionamiento del SWH se ha establecido
trabajar con membranas de 1, 5 y 50 kDa, con una PTM contante de 1 bar y a 25 °C. En la
Figura 11 se representan los resultados experimentales de la densidad de flujo de permeado
del SWH utilizando membranas con un tamafo de poro de 1, 5y 50 kDa.
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Figura 11. Representacion del flujo de permeado obtenido en los procesos de UF en las membranas
estudiadas

En la Figura 11 se observa que Jp disminuyd, con el tiempo, en todas las membranas
estudiadas. Esta disminucion es causada por el ensuciamiento, siendo la principal
contribucién de éste la resistencia que presenté el SWH. Es decir, se observd que la
disminucion de la densidad de flujo de permeado es proporcional a la disminucion del corte
molecular de la membrana. Esto fue debido al ensuciamiento que se generé es
fundamentalmente por la formacion de la capa de torta. Estos resultados han sido similares a
los ya publicados que indican que al ultrafiltrar disoluciones concentradas de pectinas, la
densidad de flujo de permeado disminuyd debido a que el modelo de polarizacion ha
gobernado los procesos de ultrafiltracion [19].

Al analizar con detenimiento los resultados que se muestran en la Figura 11 se puede decir
que durante los primeros 30 min de trabajo es donde se produjo una mayor disminucion del
Jp por el ensuciamiento inicial provocado por el SWH. En la membrana de 5 y 50 kDa esta
disminucion es paulatina ya que inicialmente el flujo es, respectivamente, de 12 y 15 L/(hm?)
y trascurrido 30 min el Jp alcanza un valor de 7 y 8 L/(hm?), respectivamente. Mientras que en
la membrana de 1 kDa destaca que la disminucion del Jp, en comparacion con las otras
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membranas, debido a que el flujo disminuye bruscamente ya que se partié de un flujo de 2
L/(hm?) y tras los primeros 30 min éste tiene un valor aproximadamente de 1 L/(hm?). Se
consigue un Jp constante a partir de los 30, los 90 y los 80 min, respectivamente, en las
membranas de 1, 5y 50 kDa, siendo el valor de éste de 1, 7 y 8 L/(hm?), respectivamente.

4.2.2. Estudio de la capacidad de retencion de la membrana

En este apartado se muestran los valores de retencion de la membrana para los mismos
experimentos del apartado 4.2.1. Para la evaluacion de los resultados que se encuentran
representados en la Figura 12, en la Figura 13 y en la Figura 14 se empled el método de
diferencias significativas de Fisher que fue el empleado para el analisis estadistico de la
varianza, obteniendo un p-valor < 0,05 para confirmar las diferencias significativas entre los
resultados experimentales. Los resultados experimentales se expresaron como valor medio
con un valor de + desviacion estandar para poder evaluar el grado de dispersion de los
experimentos realizados con las mismas condiciones de operaciones y para validar los datos
obtenidos.

En la Figura 12 se observa que la retencién del acido galacturénico oligomérico a lo largo del
tiempo fue mayor que la retencién del mondémero, suponiendo estas retenciones un 92,1 + 1,5
% yun 7,9 + 21 %, respectivamente. Al realizar un analisis estadistico de la varianza se
obtuvo un p-valor > 0,05 lo cual nos indica que no existen diferencias significativas, y de esta
forma se puede concluir que la retencion del acido galacturénico monomeérico es igual a lo
largo del tiempo en las membranas estudiadas. Mientras que la retencion del oligobmero no
presentaba diferencias significativas, a lo largo del tiempo, entre las membranas de 5y 50
kDa, es decir, que presenta una retencion del oligémero igual, y en lo que respecta a la
membrana de 1 kDa la retencion del oligémero en el tiempo es igual; sin embargo, en esta
membrana los resultados son significativamente diferentes a los obtenidos en las membranas
de 5y 50 kDa. La existencia de diferencias significativas entre las membranas fue debido a
que en la membrana de 1 kDa fue donde mayor retencion existe del acido galacturénico
oligomérico. Estas retenciones del acido galacturénico oligomérico suponen
aproximadamente entre un 48 - 52 % en las membranas de 5 y 50 kDa, mientras que en la
membrana de 1 kDa dicha retencion se aproxima al 80 %. Que los resultados en la retencion
sean iguales a lo largo del tiempo es debido a que el Jp, tal y como se puede observar en la
Figura 11, es constante cuando se alcanza la hora del experimento.
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Figura 12. Representacion de la retencién del acido galacturénico oligomérico (gO) y monomérico
(gM).
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En la Figura 13 se observa que la retencién del acido glucurénico oligomérico a lo largo del
tiempo, como pasa con el acido galacturénico, fue mayor que la retencion del monémero,
suponiendo estas retenciones un 55,1 % y 44,9 %, respectivamente. Al realizar un analisis
estadistico de la varianza, los resultados del p valor al ser mayores a 0,05 nos indicaron que
no existian diferencias significativas, concluyendo que los resultados obtenidos en el acido
glucuronico oligomeérico a lo largo del tiempo en las membranas estudiadas son iguales,
mientras que en la forma monomeérica los resultados de retencion en las membranas de 5 y
50 kDa fueron iguales entre si y a lo largo del tiempo, pero donde mayor retencion del
mondémero existe es en la membrana de 1 kDa, en comparacién con las otras membranas
estudiadas, a lo largo del tiempo.
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Figura 13. Representacion de la retencion del acido glucurénico oligomérico (gluO) y monomeérico
(gluM).

Al comparar las retenciones del acido galacturénico y del acido glucurénico, a priori se
concluiria que existe mayor retencion del acido glucuroénico, pero esto no es cierto debido a
que al analizar los resultados de retencién total de los acidos urénicos, se observaba que el
acido galacturénico supone un 97,6 %, mientras que el acido glucurdnico suponia un 2,4 %.
Estos resultados indicaban que la proporcion mayoritaria de los acidos urénicos estaba
representada por el acido galacturdnico y que la proporcion del acido glucurénico era
practicamente despreciable.

En la Figura 14 se puede observar que los compuestos de degradaciéon que presentaban una
mayor retencion en las membranas estudiadas son los monosacaridos, mientras que el resto
de los productos de degradacion presentaban una retencioén inferior al 5 %. La retencion de
los monosacéridos en las membranas de 5 y 50 kDa era inferior al 5 % y entre éstas no
existian diferencias significativas, ya que el p-valor > 0,05; esto significaba que la retencion
es la misma, pero la retencion en la membrana de 1 kDa es aproximadamente del 20 %,
presentando la retencion de los monosacaridos al realizar el analisis estadistico de la varianza
un p-valor < 0,05 concluyendo que los resultados de la membrana de 1 kDa presentaba
diferencias significativas con respecto a las otras membranas.

En la retencion del HMF, a priori hay que decir que existian diferencias significativas en las
membranas de 1 y 50 kDa pero entre éstas y la membrana de 5 kDa no existian diferencias
significativas ya que el p-valor era superior a 0,05 con lo cual se puede concluir que la
retencion del HMF en dichas membranas era igual. En lo que respecta al furfural se observo
que la retencién es mayor en la membrana de 1 kDa siendo ésta significativamente diferente
a la que presentaban las membranas de 5 y 50 kDa debido a que presentaba un p-valor <
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0,05, pero entre éstas ultimas la retencion era igual ya que el resultados del analisis estadistico
indica que el p-valor era mayor a 0,05.

En lo referente a los acido carboxilicos, siendo estos el acido féormico y el acido acético, se
observd que su retencion fue similar en las membranas estudiadas, ya que no existian
diferencias significativas entre las membranas de 1 y 5 kDa, pero si que existian dichas
diferencias significativas entre éstas y la membrana de 50 kDa. Al comparar la retencion, en
la membrana de 50 kDa, del acido férmico y del acético se observo que la retencion de este
ultimo acido era aproximadamente del 0,05 + 0,10 %, mientras que la retencion del acido
férmico era aproximadamente del 0,75 £ 0,11 %.
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Figura 14. Representacion de la retencion de los compuestos de degradacion en las membranas
estudiadas. Donde Ms son los monosacaridos.

Con estos resultados de retencion de los productos de degradacion se puede concluir que al
suponer menos de un 5 % en todas las membranas, exceptuando los monosacaridos en la
membrana de 1 kDa que suponian menos de un 20 %, qué estos compuestos no participaron
en el ensuciamiento de la membranas a lo largo del proceso de separacion por UF.

Estos resultados obtenidos en la ultrafiltracion al comparar los resultados de retencién con la
bibliografia consultada indican que hay una diferencia importante en el peso molecular de las
pectinas segun su origen y tipo de extraccion. En este trabajo se determind que la membrana
que presenta una mayor capacidad de retencion de acido galacturénico oligomérico,
procedente de la piel de cebolla, es la de 1 kDa debido a que dicha retencién fue,
aproximadamente, del 80 %. Mientras que en las membranas que fueron empleadas en la
bibliografia consultada para lograr una buena retencién de acido galacturénico oligomérico,
procedente de cascara de limén y de manzana, presentaban un corte molecular comprendido
entre 1y 300 kDa [11,20].

4.3. Efecto de la presion transmembrana en la ultrafiltracion del SWH

Los experimentos de UF se iniciaron con agua destilada a 25 °C a empleando PTM
comprendidas desde 0,25 a 1,25 bar. Esto fue debido al grado de ensuciamiento que se
observé anteriormente.

El flujo de permeado de agua (Jw) aumento linealmente al aumentar la PTM, presentando
valores del coeficiente de correlaciéon superiores a 0,95. En la Tabla 3 se muestran los
resultados del coeficiente de permeabilidad (Lr) de la resistencia de la membrana y el
coeficiente de correlaciéon. Para la calcular los resultados expuestos en la Tabla 3 se han
empleado la ecuacion (2) y la ecuacion (4).
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Tabla 3. Resultados experimentales de la ecuacion de ajuste de los datos de densidad del flujo de
agua pura (Jw) con la presion transmembrana (PTM), del coeficiente de permeabilidad

(Ly =u% , calculado a partir de la Ecuacion 3) y de la resistencia hidraulica de la
membrana. R? coeficiente de correlacion.

Membrana Jw =Le * PTM (L/hm?) R? Le (10" m/sPa)  rm (10" m™)

1 kDa Jw=0,6-10"""PTM 0,997 0,6 16,7
5 kDa Jw=1,0-10"""PTM 0,998 1,0 10,0
50 kDa Jw=2,0"-10"""PTM 0,999 2,0 5,0

A continuacion, se realizaron experimentos de UF con el SWH utilizando diferentes PTM a
una temperatura de 25 °C, para determinar las condiciones de trabajo de los experimentos de
UF a 25 °C y con un unico valor de PTM.

En la Figura 15 se observa que en todas las membranas el aumento del flujo de permeado es
proporcional al de la PTM hasta que ésta alcanzé un valor maximo de 1 bar. A una PTM de 1
bar el flujo de permeado alcanzo unos valores limites de 6,5, 4,1 y 1 L/(hm?), respectivamente,
en las membranas con un corte molecular de 50, 5 y 1 kDa. Estos resultados fueron los
esperados al trabajar con sustancias con elevado contenido en materia coloidal y con una
elevada viscosidad, por ello, no es recomendable trabajar con una elevada PTM ya que tiene
lugar la formacion de tortas mas compactas y poco porosas en la superficie de la membrana,
la cual va a impedir la separacion correcta de los diversos compuestos presentes en el SWH,
encontrandose la mayoria de estos compuestos en el retenido ya que solo seran capaces de
llegar a atravesar la torta los compuestos con un peso molecular inferior al corte molecular
que presenta la membrana que se esta utilizando en el experimento.
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Figura 15. Representacion grafica del efecto de la PTM sobre el SWH.

Al comparar los flujos de permeados del agua con los del SWH se observo que era inferior en
este Ultimo en todas las membranas y PTM ensayadas. Esto significé que el ensuciamiento
que presenta el SWH frente al agua era superior en todas las membranas, pudiendo ser esto
debido a la presencia de materia coloidal y la propia viscosidad del SWH.

En la Figura 16 se observa que la tendencia general de la rr aumentaba con la PTM en todas
las membranas, siendo esta resistencia mayor al disminuir el tamafio del poro de la membrana
obteniéndose en la membrana de 1 kDa un valor de 3,21 - 10" m™, mientras que en la
membrana de 50 kDa el valor fue de 5,26 - 10" m™'. En cualquier caso, la pérdida del flujo de
permeado era similar en todas las membranas, siendo esta superior al 90 % e indicando que
la contribucion de rr es debida al ensuciamiento producido por el SWH.
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Figura 16. Representacion grafica ensuciamiento de las membranas estudiadas. Donde rr es la
resistencia de total y ri/rr es el ensuciamiento generado por el SWH.

4.4. Resultados del proceso de diafiltracion del SWH

Los resultados obtenidos en experimentos a recirculacion total indicaron que las membranas
de 5 y 50 kDa presentan el mismo porcentaje de retencién. Se descartd la membrana de 5
kDa debido a que presenta un tamano de poro pequefo lo que se tradujo en un menor flujo
de permeado, por ello se selecciond la membrana de 50 kDa ya que permitio trabajar con un
mayor flujo de permeado al presentar un mayor tamafio de poro y el grado de ensuciamiento
que presento durante los procesos de UF fue menor.

Los experimentos de diafiltracion se han realizado aplicando una PTM de 1 bar, un
temperatura de 25 °C anadiéndose un volumen de agua destilada igual al volumen de
permeado que se ha ido obteniendo a lo largo del experimento. Para realizar este proceso se
han utilizado membranas con un corte molecular de 50 kDa.

En la Figura 17, se muestra el diagrama de flujo del proceso de DF en la membrana de 50
kDa, la cual se empled para lograr la purificacion del acido galacturénico oligomérico.
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50 kDa

v

\4
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Figura 17. Representacion del diagrama de flujo del proceso de DF en la membrana estudiada, donde
R es el retenido y P es el permeado.
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En la Figura 18, se observa que Jp disminuye debido a que se partié de un flujo de 15,6 L/(hm?)
hasta un flujo final de 6,8 L/(hm?), siendo la causa de esta disminucion, como se ha comentado
anteriormente, el ensuciamiento que se produce durante el proceso de DF. Hay que anadir
que durante este proceso el ensuciamiento fue menor, debido al empleo de agua destilada la
cual permitio eliminar los compuestos de degradacién, el acido galacturénico monomérico y
el acido glucurénico monomeérico y oligomérico, consiguiéndose con este proceso de DF la
purificaciéon del acido galacturénico oligomeérico.
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Figura 18. Representacion del flujo de permeado obtenido en los procesos de DF en la membrana de
50 kDa.

A continuacion, en la Tabla 4 se muestran los resultados que fueron obtenidos en el proceso
de diafiltracion en la membrana de 50 kDa. Se observo que, principalmente, el compuesto que
se encuentra en el retenido es el acido galacturénico oligomérico, siendo esto debido a que,
como demostraron los resultados de UF, mas de un 50 % de este compuesto presentd un
peso molecular superior al tamano de poro de la membrana, y solé una pequefia parte del
oligébmero de acido galacturénico se encontré en el permeado significando esta fraccion
presenta un peso molecular inferior al tamafio de poro de la membrana de 50 kDa.

Tabla 4. Resultados diafiltracion en la membrana de 50 kDa, donde R es el retenido, P es el
permeado y % R es el porcentaje de retencion.

COMPUESTOS SWH (mg/L) R (mg/L) P (mg/L) % R
Acido galacturénico (gT) 4133 1075 641 35
Oligomérico (gO) 3806 1056 554 38,31
Monomeérico (gM) 327 19 97 5,7
Acido glucurénico (gluT) 98 54 12 100
Oligomérico (gluO) 54 52 0 100
Monomeérico (gluM) 44 2 12 4,65
Monosacaridos 717 44 244 5,1
Ac. carboxilicos 592 26 215 3,5
HMF 8,9 1 3 4,9
Furfural 474 3 18 4

En la Figura 19, se muestran los resultados que fueron obtenidos en proceso de purificacion
del SWH con la membrana de 50 kDa. Se observoé que el proceso de purificacion el compuesto
que presentd mayor velocidad de eliminacion, desde el inicio del experimento hasta el final de
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éste, es el furfural, mientras que el resto de los compuestos presentan la misma velocidad de
eliminacion.
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Figura 19. Representacion de la eliminacion durante el proceso de diafiltracion de los compuestos
en la membrana de 50 kDa. Donde gM es el acido galacturénico monomérico y gluM es
el acido glucurénico monomeérico.

Estos resultados mostraron que el proceso de diafiltracion tendria que haber sido superior a
las 8 h de trabajo para conseguir una purificacion completa del acido galacturénico oligomérico
que presenta un peso molecular superior al tamano del poro de la membrana de 50 kDa,
debido a que la retencién que se obtuvo de &cido galacturénico oligomeérico fue del 35 % y se
sabe por los resultados obtenidos en el proceso de UF que la retencién del oligémero fue,
aproximadamente, del 52 %. Como se observa en la Tabla 4, la mayor concentracién de los
diversos compuestos, que constituyen las impurezas, se encontré en el permeado lo cual
indico que con la diafiltracién se consiguié eliminarlos, pero que la duracién del proceso de
DF tendria que ser superior para su completa eliminacién. Ademas, habria que realizar un
proceso de purificacion en el permeado obtenido con una membrana con un tamafio de poro
inferior al que se empled en el trabajo para la recuperacion y purificacion del acido
galacturdnico oligomérico que presenta un peso molecular inferior al de la membrana que fue
empleada durante este trabajo.

5. CONCLUSIONES
El presente trabajo se ha realizado para evaluar la viabilidad de la extraccién de acido
galacturdnico a partir de residuos de piel de cebolla empleando agua subcritica y su
separacion de otras impurezas generadas durante el proceso de extraccion, mediante
tecnologias de membrana. Las principales conclusiones que se pueden extraer de este trabajo
son las siguientes:
i. Latecnologia de extraccion basada en agua subcritica permite obtener extractos ricos
en acido galacturénico a temperaturas de 145 °C. Como consecuencia de dichas
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condiciones de extraccion que favorecen reacciones de hidrélisis, el acido
galacturonico puede encontrarse en forma monomérica u oligomérica (parcialmente
hidrolizado). Ademas, en el extracto liquido obtenido aparecen otras impurezas
formadas durante el proceso de extraccion: azucares libres (formados por la hidrélisis
de componentes estructurales de la piel de la cebolla), acidos organicos
(principalmente formico y acético) y otros productos de degradacion como el HMF y
furfural.

ii. La tecnologia de membranas ha demostrado la posibilidad de separar de estas
impurezas del acido galacturodnico, existiendo un efecto importante de ensuciamiento
de la membrana: se ha demostrado que el flujo de permeado usando el extracto de
piel de cebolla es inferior al que se obtendria usando agua pura en las mismas
condiciones. Esto significa que el extracto de piel de cebolla genera un elevado
ensuciamiento en las membranas debido a la presencia de materia coloidal.

iii. Losresultados experimentales obtenidos en los procesos de UF en modo recirculacion
total demuestran que no hay efecto del poro de membrana en la separacién entre 5y
50 kDa, resultando el grado de retencién del 50% en ambas membranas. Sin embargo,
la retencién de acido galacturénico oligomérico fue mayor del 70% en el caso de
utilizacién de la membrana de 1 kDa pero flujo de permeado se redujo de forma muy
significativa imposibilitando su utilizacién para la filtracién de este tipo de extracto.
Estos resultados indican que una membrana de 50 kDa permite separar la fraccion
oligomérica de acido galacturénico de mayor peso mayor peso molécula, con un buen
flujo de permeado durante toda la filtracion.

iv.  El estudio de la presion transmembrana ha demostrado la imposibilidad de trabajar a
presiones superiores a 1 bar debido a que se promueve el ensuciamiento sobre la
superficie de la membrana.

v. La didfiltracion permite la recuperacion de la fraccién oligomérica de &acido
galacturénico de mayor peso molecular libre de las impurezas presentes en el extracto.

vi. La combinacion de las tecnologias limpias de extraccién con agua subcritica
presentadas en este trabajo presenta gran potencial para ser empleadas en la
valorizacion de residuos de la piel de cebolla como fuente de pectina o acido
galacturodnico.
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