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Resumen

Introduccién y objetivos

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha estudiado el uso de distintas
formulaciones detergentes y métodos de limpieza en el proceso de eliminacion de
almidon seco adherido a superficies duras, concretamente a acero inoxidable. El
almidon es wun ingrediente ampliamente utilizado en la industria
alimentariaendistintas preparaciones y productos, utilizdndose también como
aditivo espesante, gelificante o agente de retencién de agua. Las suciedades
amiliceas dificultan especialmente los procesos de limpieza CIP (Clean-In-Place) en
instalaciones industriales, ya que suelen adherirse a las superficies internas de
tuberias y accesorios, haciendo dificil su eliminacién. Por otro lado, el acero
inoxidable es el material habitualmente utilizado en la fabricacién de equipamiento

para la industria alimentaria.

Dentro del &mbito de la hosteleria y la industria alimentaria las formulaciones
detergentes estan evolucionando en los tultimos afnos hacia composiciones mas
eficientes desde un punto de vista econdémico y ambiental, optimizandose su
composicion. Esta evolucion tiene los objetivos de reducir el consumo energético del
proceso de limpieza,asi como aumentar la proteccion de las superficies y la
biodegradabilidad de las aguas de lavado. Estos requisitos se han tenido en cuenta
en este trabajo a la hora de llevar a cabo la formulacion de las disoluciones de lavado
utilizadas en la limpieza del almidéon seco. Concretamente, se han estudiado

formulaciones que atienden a los siguientes criterios:

- Utilizacion de tensioactivos respetuosos con el medio ambiente, facilmente

biodegradables y de baja toxicidad.

- Utilizaciéon de disoluciones enzimaticas, lo que permite acortar los tiempos
de lavado, reduciendo el consumo de agua y energia y permitiendo el

descenso de la temperatura y el pH de trabajo.

- Utilizacién de micro- y nanoparticulas que aumenten la eficacia de lavado
gracias a su influencia en los fen6menos de superficie involucrados en los

procesos de limpieza y a su potencial efecto abrasivo.
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También en los dltimos afios se han ido desarrollando nuevos métodos de
limpieza y desinfecciénen la industria alimentaria basados en la electroélisis del agua
o de soluciones salinas. El agua electrolizada permite el disefio de procesos de
limpieza con bajo coste econémico y minimo impacto ambiental. Estos métodos
estan obteniendo una alta eficacia tanto en la limpieza como en la desinfeccion de

conducciones y equipos en la industria lactea.

En esta Tesis Doctoral se ha analizado la influencia que tiene sobre la limpieza
de almidon seco la incorporacion demicro- y nanoparticulas asi como de la enzima
a-amilasa como ingredientes en las formulaciones detergentes. Se ha determinado
la eficacia de dichas formulaciones mediante la realizacion de ensayos de lavado
estandarizados. También se ha desarrollado un nuevo método de limpieza del

almidon adherido a superficies metalicas mediante aplicacion de corriente continua.

Materiales y métodos

Se ha evaluado la capacidad de limpieza del almidon adherido a superficies de
acero inoxidable. Para ello se han ensayado siete tensioactivosdiferentes, tanto
anionicos como no ionicos, de cinco familias distintas: un lineal alquilbenceno
sulfonato (LAS), dos acidos alquil éter carboxilicos (ECA), un alcohol etoxilado (AE),
un alquilpoliglucosido (APG) y dos ésteres de glicerina polietoxilados (PGE). Se ha
analizado la concentracion de AE por el método colorimétrico del yodo-yoduro,

mientras que la concentracion de APG se evalué mediante el método de la antrona.

La enzima utilizada es una a-amilasa termoestable procedente de Bacillus
Licheniformis. Se controld su actividad a lo largo del tiempo de experimentacion
mediante el método yodométrico. La formacion de complejos entre tensioactivos y
almidon hace que el método yodométrico deje de ser valido para el estudio de la
actividad de la a-amilasa en presencia de tensioactivos, por lo que se ha utilizado
también el método DNS para determinar la estabilidad de la enzima en el seno de

formulaciones detergentes.

Se ha estudiado la influencia que ejerce sobre la capacidad de lavado de almidén

seco adherido a acero inoxidable la incorporacion de cinco micro- y nanoparticulas
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Resumen

de diferentes caracteristicas y composicion (silice y magnetita). Las particulas
seleccionadas son ampliamente utilizadas como aditivos en multitud de productos
quimicos. Se ha estudiado la estabilidad de dichas particulas en suspensiones
acuosas en presencia de tensioactivos. Con el fin de conocer el comportamiento de
las particulas en el seno de una solucion detergente se estudi6 su interaccion con los
tensioactivos no ionicos AE y APG en solucion acuosa. Para ello se prepararon
suspensiones de distinta concentracion de particula en soluciones de 1 g/L de
tensioactivo, procediéndose a la separacion de las particulas (por centrifugacion o
mediante magnetismo) y a la determinacién de la concentracion de tensioactivo

residual en el sobrenadante.

La detergencia obtenida con las formulaciones estudiadas (que incorporan
tensioactivos, enzima y/o particulas) se ha evaluado en el dispositivo patentado
Bano-Sustrato-Flujo (BSF) disefiado para determinar la eficacia detersiva de
formulas de lavado en superficies duras simulando un sistema CIP de limpieza
industrial. Como sustrato se utilizaron esferas hechas a partir de fibras de acero
inoxidable ensuciadas con gel de almidon y secadas posteriormente. El dispositivo
BSF permite modificar los elementos principales que intervienen en el proceso
detersivo: sustrato, suciedad, composicion del bano de lavado, pH, temperatura y
caudal de recirculacion del sistema. La detergencia en cada ensayo de lavado se
obtuvo determinando la concentracién de almidén en el banio de lavado a diferentes

tiempos de ensayo, utilizando el método colorimétrico del fenol-sulfarico.

Por tltimo, se ha desarrollado y patentado un dispositivo y procedimiento para
la limpieza de almidén adherido a acero inoxidable mediante electrolimpieza. El
sistema se basa en la circulacion de corriente continua entre dos electrodos
conectados a un generador, uno de los cuales se conecta al sustrato a limpiar. El
dispositivo de electrolimpieza permite estudiar la influencia que ejercen diversos
factores sobre la detergencia, pudiéndose modificar la temperatura, polaridad,
tiempo, composicion de la solucion de lavado y voltaje para optimizar las

condiciones 6ptimas del proceso.
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Resultados y discusion

Se ha estudiado la interaccion que presenta en soluciéon acuosa las particulas de
silice y magnetita con los tensioactivos AE y APG determinandose la concentracion
de tensioactivo en el sobrenadante de suspensiones preparadas con dichas
particulas. Se ha observado que el AE se adsorbe sobre todas las particulas
estudiadas. Este descenso en la concentracion de tensioactivo fue significativamente
mayor en las suspensiones de las microparticulas Sipernat 50 (S50), por lo que se
tomaron como referencia para el posterior estudio de la detergencia mediante el uso

de formulas de lavado que contienen particulas.

Para estudiar la eficacia de lavado del almidon seco con féormulas detergentes
que contienen las particulas S50 se llevd a cabo un disefio factorial completo 23
donde los factores considerados fueron la concentracion de particulas, el pH y el
caudal. Este disefio se aplico a tres formulaciones de lavado diferentes: suspension
acuosa de S50 a pH constante, suspension acuosa de S50 a pH constante con AE 1
g/L y suspensiéon acuosa de S50 a pH constante con APG 1 g/L. Se modeliz6 la
detergencia a tiempo final del ensayo (45 minutos), encontrandose que en los tres
disenos de experimentos la detergencia se ajusta a un modelo empirico lineal con

interaccion de factores y adicion de un término cuadratico de pH.

De los tres factores, el pH es el factor que tiene un efecto mas significativo sobre
la detergencia, alcanzandose los valores maximos a pH = 13. El aumento de caudal
también influye positivamente sobre la detergencia, aunque en menor magnitud. La
concentracion de particulas ejerce un efecto distinto en funcién del tipo de solucion
estudiada, no afectando a la detergencia de soluciones pH 13 sin tensioactivo y
reduciéndose la detergencia de soluciones pH 13 con AE (1 g/L) al aumentar la
concentracion de particulas S50. La detergencia alcanzada con soluciones de pH 13
con APG aumenta cuando aumenta la concentracion de particulas y el caudal
también es elevado, encontrandose el 6ptimo de detergencia en la solucion de
lavado con APG (1 g/L).

Se realizaron también ensayos de actividad de la a-amilasa mediante el método

DNS utilizando condiciones experimentales que reproducen las utilizadas en los
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ensayos de lavado con soluciones enziméticas en el dispositivo BSF (pH 7, 60 °C). Se
ha encontrado que la enzima mantiene su actividad en presencia de todos los
tensioactivos antes mencionados. Este resultado permite considerar su
incorporacion a estas soluciones de tensioactivos y estudiar su eficacia de lavado

sobre el almidé6n seco.

Los ensayos de lavado realizados con soluciones que incorporan enzimas han
mostrado que la detergencia depende fuertemente de la temperatura y
concentracion de enzima utilizadas. Las formulaciones enzimaticas permiten buenos
resultados de detergencia a valores neutros de pH, si bien a temperaturas
moderadas (40 °C) resulta mas eficaz el lavado con soluciones alcalinas (pH 13).
Aumentando la concentracién de enzima se puede alcanzar una detergencia del
100% a 60°C. Sin embargo, la incorporacion de particulas S50 a la formulacion

enzimatica no demostro tener efecto sobre la detergencia.

Por otra parte, se realizaron ensayos de lavado en BSF a 40 °C y 60 °C con
soluciones pH 7 con a-amilasa (0.06 g/L) y los tensioactivos estudiados (1 g/L).
Ninguno de los tensioactivos utilizados mejoraba la detergencia de la solucion
enzimatica en ausencia de tensioactivo, encontrandose que a 60 °C los tensioactivos
AE y ECA-OE3 reducian el valor de detergencia a tiempo final. En el caso del
tensioactivo AE se comprob6 ademas que este efecto se acentuaba con el tiempo de

lavado y con la concentracion de tensioactivo.

El estudio del lavado de almidon seco adherido a acero inoxidable mediante
aplicacion de corriente continua se realizo6 en un dispositivo de electrolimpieza,
evaluandose la influencia de diversos factores sobre la detergencia: voltaje (0-10 V),
tiempo de aplicacion de corriente (10-20 minutos), inversion de la polaridad, pH (1-
13), periodo de mojado previo a la aplicacion de corriente (10-20 minutos) y
temperatura (10-60 °C). Los resultados obtenidos permitieron establecer unas
condiciones 6ptimas de lavado considerando criterios de eficacia detersiva y de
ahorro energético, encontrandose que las condiciones 6ptimas de lavado se alcanzan

con una solucion de lavado depH 13, aplicando 5V durante 20 minutos a 20 °C.

Finalmente se estudio la influencia que ejerce en el proceso de electrolimpieza la
presencia de tensioactivos en la solucion de lavado (en concentracion 1 g/L). Se

demostro6 que los siete tensioactivos estudiados mejoraban la detergencia en ensayos
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realizados en las condiciones Optimas de lavado descritas anteriormente. Los
tensioactivos no i6nicos estudiados (a excepcion del APG) son los que

proporcionaron una mayor detergencia, alcanzandose valores proximos al 90%.

Por ultimo, en el Capitulo 6 se exponen las principales conclusiones generales

derivadas de los distintos trabajos de investigacion presentados en esta Tesis Doctoral.
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Introduction and objectives

In this Ph.D. Thesis the study has focused on the use of different detergent
formulations and cleaning methods for the removal of dried starch adhered to hard
surfaces, particularly stainless steel. Starch is a valuable ingredient in the food
industry for different food preparations and products, being used for thickening,
gelling, and as a water-retention agent too. Starchy soils hinder the CIP (Clean-In-
Place) processes, as they are difficult to remove because of its adherence to internal
surfaces in pipes and accessories. On the other hand, stainless steel is the material

commonly used in the manufacture of equipment for food industry.

In recent years detergent formulations for hostelry and food industry are
evolving into more efficient compositions from an economic and environmental
point of view, being their compositions optimized. This evolution pursues the goals
of reduction of energy consumption as well as the improvement in surfaces
protection and in biodegradability of the waste water of the cleaning processes.
These requirements have been considered in this work when developing the
detergent formulations used for the cleaning of dried starch. Specifically, different

formulations have been studied according to the following guidelines:

- Use of eco-friendly, readily biodegradable and low toxicity surfactants.

- Use of enzymatic solutions, allowing shorter cleaning times, lower water and

energy consumption and low temperature and pH conditions as well.

- Use of micro- and nanoparticles, which may increase cleaning efficiency
because of their influence in surface phenomena related with cleaning

processes and due to their potential abrasive effect.

Also, in recent years new cleaning and disinfection methods have been
developed in food industry, such as those based on water (or salt solutions)
electrolysis. Electrolyzed water contributes to the design of cleaning processes with
low costs and minimum environmental impact. High cleaning and disinfection

efficiency is obtained with these methods in pipes and equipment in dairy industry.
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In this Thesis the influence of the inclusion of micro- and nanoparticles as well
as the enzyme a-amylase as ingredients in detergent formulations for cleaning dried
starch has been studied. The efficiency of these formulations has been measured by
means of standardized cleaning tests. Also, a new cleaning method for starch

adhered to metallic surfaces using direct current has been developed.

Materials and methods

In this work the cleanability of the starch adhered to stainless steel surfaces has
been assessed. To that effect seven surfactants, both anionic and non ionic,
belonging to five different families have been studied: a linear alkylbenzene
sulfonate (LAS), two alkyl ether carboxylic acids (ECA), an ethoxilated alcohol (AE),
an alkylpolyglucoside (APG) and twopolyethoxylated glycerine esters (PGE). AE
concentration was determined by the iodine-iodide colorimetric method while APG

concentration was assessed by the anthrone method.

The enzyme used in this research is a thermostable a-amylase from Bacillus
Licheniformis. Enzymatic activity was measured regularly using the iodometric
method to assess the a-amylase stability during thetesting period. The surfactant
competes with iodine to form complexes with starch, interfering in the accuracy of
iodometric method. This is the reason why the enzymatic activity in the presence of

surfactants has been measured by the DNS method too.

The influence of the inclusion of five micro- and nanoparticles with different
characteristics and composition (silica and magnetite) on the cleanability of dried
starch adhered to stainless steel has been studied. The particles selected are widely
used as additives in many different chemical products. Their stability in aqueous
surfactants solutions has been studied. In order to know the role of the particles
when they are part of a detergent solution, their interaction with the non ionic
surfactants AE and APG in aqueous solution was studied. Suspensions with different
particle concentrations in 1 g/L surfactant solutions were prepared, being the
particles separated afterwards by centrifugation or a magnetic field. After that,

surfactant concentration in the liquid supernatant was determined.
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The detergency of the formulations studied in this work (with different
surfactants, enzyme and/or particles) has been evaluated by the patented device
Bath-Substrate-Flow (BSF), designed for testing the cleaning efficiency of washing
formulations in hard surfaces simulating a CIP system. The substrate used was aset
of spherical wads of stainless-steel fibres soiled with gelatinized corn starch and
dried afterwards. The BSF device allows the modification of important variables in
the detersive process: substrate, soil, washing bath composition, pH, temperature
and flow rate. The detergency in each washing test was obtained measuring the
starch concentration in the washing bath at different testing times using the phenol-

sulfuric colorimetric method.

Finally, a device and procedure for cleaning starch adhered to stainless steel by
means of electrocleaning has been developed and patented. The device is based on
the flow of direct current between two electrodes connected to a DC generator, one
of them being connected to the soiled substrate. The electrocleaning device has been
designed for the study of the influence of different variables in the detergency, such
as temperature, polarity, time, washing bath composition and voltage. Optimal

operation conditions can be obtained evaluating these effects.

Results and discussion

Interaction between silica or magnetite particles and the surfactants AE and
APG has been studied measuring the surfactant concentration in the liquid
supernatant of aqueous suspensions prepared with these particles. It has been
observed that AE surfactant adsorbs on all the particles studied, decreasing its
concentration in the supernatant with respect to the initial concentration (1 g/L).
This decrease was much higher in suspensions with microparticles Sipernat 50
(S50), so these particles were taken as a reference for the later detergency study with

washing formulations including particles.

The cleaning study of dried starch with detergent formulations including the
particles S50 was based on a complete factorial design 23 where the factors
considered were particle concentration, pH and flow rate. This design was used with

three different washing formulations: S50 aqueous suspension with constant pH,
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S50 aqueous suspension with constant pH and AE 1 g/L and S50 aqueous
suspension with constant pH and APG 1 g/L. A model for detergency at the end of
the test (45 minutes) was obtained, finding that in all three suspensions studied
detergency was fixed to an empirical lineal model with factors interaction and with

addition of a quadratic pH term.

The factor with the most significant effect in detergency is pH, reaching the
highest values at pH = 13. The increase of flow rate has a positive influence on
detergency too, but in a lesser extent. Particle concentration has different effects
depending on the type of solution studied; it doesn’t affect to the detergency of pH
13 solutions without surfactant and the detergency values in pH 13 solutions with
AE (1 g/L) decreases when the concentration of particles S50 increases. Finally,
detergency obtained with pH 13 solutions with APG increases when particle
concentration increases and flow rate is high too, finding the optimal detergency
value for the solution with APG (1 g/L).

Amylase activity was measured by the DNS method reproducing the
experimental conditions used in the washing tests with enzymatic solutions in BSF
device (pH 7, 60 °C). It has been found that the enzymatic activity isn’t altered in
the presence of any of the aforementioned surfactants. This result leads to consider
the inclusion of the a-amylase in these surfactant solutions and measure their

washing efficiency on dried starch.

Washing tests carried out with enzymatic solutions reveal the importance of
temperature and enzyme concentration on detergency. Detergency of enzymatic
formulations is significant at mild pH values, although when using moderate
temperatures (40 °C) alkaline solutions (pH 13) are more efficient. At 60 °C
detergency of 100% can be obtained increasing enzyme concentration; nevertheless,

the incorporation of particles S50 didn’t have noticeable effects on detergency.

Moreover, washing tests in BSF device were carried out at 40°C and 60 °C with
pH 7 solutions with a-amilase (0.06 g/L) and each one of the surfactants studied (1
g/L). Detergency didn’t increase with the presence of none of the surfactants and
when AE or ECA-OE3 was included in the enzymatic solution detergency at the end
of the test decreased. When the surfactant AE was used it was found also that this
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effect was emphasized when the washing time and surfactant concentration

increased.

The study of the cleaning of dried starch adhered to stainless steel by means of
direct current was made in the electrocleaning device, assessing the influence of
different factors on detergency: voltage (0-10 V), time with flow of direct current
(10-20 minutes), polarity inversion, pH (1-13), wettability time before the current
flow (10-20 minutes) and temperature (10-60 °C). Results obtained led to the
definition of optical conditions for the cleaning process in this experimental device,
according to energy saving and cleaning efficiency criterion. It has been found that
these optimal conditions are reached with a cleaning solution with pH 13 and

applying a 5V current during 20 minutes at 20 °C.

Eventually the influence of surfactants added to the washing solution
(concentration 1 g/L) in the electrocleaning process was studied. In the optimal
cleaning conditions described aboved the addition of all the surfactants tested
increased detergency results. The highest values of detergency, reaching values near

to 90%, was obtained with the non ionic surfactants (with the exception of APG).

Finally, the main conclusions from the research work done for this Ph.D. Thesis

are presented in Chapter 6.
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Objetivos

La industria de los detergentes y productos de limpieza tiene un elevado
volumen de produccién y de diversificacion de productos. Solo en Espaia en 2015 la
facturacion anual de las preparaciones detergentes de base tensioactiva supuso 300
millones de euros y una produccion estimada de 330.000 toneladas, lo que supuso
un incremento del 42% con respecto al afio 2010 (INE, 2016). Dentro del sector de
los detergentes existe un subsector que fabrica productos especificos para su
aplicacion en la industria, colectividades, restauracion y hosteleriay que representa

un 10% del mercado total.

Este mercado ha sufrido una transformaciéon sustancial en los tltimos afos
debido al crecimiento del consumo, al aumento de las exigencias medioambientales
y al incremento del coste de la energia y las materias primas. Debido a estos
aspectos es necesario desarrollar nuevas formulaciones de limpieza (Waldhoff y
Spilker, 2005). Esto ha conllevado la reformulacion de los detergentes actuales,
buscando alternativas amigables con el medio ambiente y mas eficaces. El uso de
tensioactivos de origen natural o altamente biodegradables, la reduccion en el uso
de polifosfatos asi como la incorporacién de micro- y nanomateriales o enzimas
altamente estables persiguen optimizar la limpieza cumpliendo los actuales
requerimientos de precio, ahorro energético, proteccion de las superficies y
biodegradabilidad. Por otro lado, se han venido desarrollando nuevos métodos de
limpieza y desinfeccion que ya se aplican en la industria alimentaria basados en la
electrolisis del agua, generando agua electrolizada (EW) que proporciona una alta

desinfeccion a un bajo coste y minimo impacto ambiental (Huang et al., 2008).

Dentro de la industria alimentaria el proceso de limpieza es una operacion
critica. La normativa del sector establece que los productos alimentarios han de de
tener unas condiciones higiénicas muy exigentes, por lo que la limpieza y
desinfeccion debe ser realizada de forma regular. Esto requiere que los
procedimientos de limpieza incorporen agentes quimicos que dejen las superficies
fisica y microbiol6gicamente limpias, evitando problemas de higiene y obstruccion
en los equipos. Generalmente, estos procedimientos estan estandarizados y son
utilizados de forma similar para la limpieza de distintos tipos de superficies y

suciedades. Sin embargo, la formulacion de lavado debe optimizarse en funcion de
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la suciedad que se pretende eliminar y de la superficie o material a limpiar (Suarez
et al,, 2012). En general, la efectividad del proceso de limpieza dependera de
numerosos factores, tales como las propiedades y concentracion de la suciedad, las
propiedades del sustrato, las caracteristicas del dispositivo de lavado, temperatura,
formulacion detergente, factores hidrodinamicos y duracién del proceso (Wildbrett,

2000).

Uno de los ingredientes mas empleados en la industria alimentaria es el
almidén, siendo ampliamente utilizado como espesante, gelificante y agente de
retencion de agua, ademas de para producir una gran variedad de alimentos (Singh
et al., 2003). En los procesos industriales que utilizan almidén o sus derivados es
frecuente que los productos se adhieran a las superficies internas de tuberias y
accesorios, siendo estos residuos dificiles de eliminar. La fuerza de esta adhesion
depende de la interaccion entre el almidon y sustrato (Liu et al., 2006a). Los fluidos
que contienen almidén pueden ser clasificados como liquidos de alta viscosidad,
siendo necesaria una temperatura de lavado elevada para su eliminacion, en funcion
de la concentracion y estructura fisica del gel que se forme (Fryer y Asteriadou,
2009). Por todo esto resulta especialmente necesario desarrollar formulaciones
especificas que optimicen la limpieza del almidon adherido sobre superficies duras y

que a su vez reduzcan los costes totales del proceso.

Los objetivos de la presente Tesis Doctoral se enmarcan dentro del proyecto de
investigacion de titulo “Formulaciones tensioactivas ecoldgicas y especificas para
diferentes suciedades y sustratos” (CTM2010-16770, Ministerio de Economia y
Competitividad, Subprograma de Proyectos de Investigacion Fundamental no
Orientada) asi como del Contrato n® 3128 suscrito entre Betelgeux, S.L. y la
Universidad de Granada “Procesos de higiene de alto rendimiento en sistemas CIP
mediante el desarrollo de nanomateriales y nuevas tecnologias quimicas (CIP-
NANOTEC)”. Estos proyectos se han centrado en el desarrollo de nuevas
formulaciones de detergentes industriales de base liquida, especificas para diversos
tipos de suciedades (grasas, proteicas y amilaceas) y enfocadas a obtener un mayor
rendimiento econémico y un menor impacto medioambiental. En concreto la
presente Tesis Doctoral se centra en el desarrollo de formulaciones detergentes y
nuevos métodos de limpieza de almidon seco adherido sobre superficies de acero
inoxidable. Para ello se han planteado como objetivos generales el estudio de la

influencia que sobre la detergencia tiene la incorporacion de micro- y
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nanoparticulas y de la enzima a-amilasa en las formulaciones detergentes,

evaluandose la eficacia de dichas formulaciones mediante la realizacion de ensayos

de lavado. También se ha desarrollado un nuevo método de limpieza del almidon

adherido a superficies metalicas mediante aplicacion de corriente continua,

evaluandose la capacidad detersiva alcanzada mediante este método. Para el

cumplimiento de estos objetivos generales se plantean una serie de objetivos

especificos:

Estudio de la interaccidén entre soluciones acuosas de tensioactivos no

ionicos y particulas de silice y magnetita.

Determinacion de la eficacia detersiva de diversas formulaciones
detergentes que incorporan particulas mediante ensayos de lavado de
almidon seco adherido a acero inoxidable, estudiando la influencia de

distintos parametros sobre el proceso de limpieza.

Estudio de la estabilidad de la enzima a-amilasa en soluciones de
tensioactivos tanto ani6nicos como no idnicos mediante ensayos de

actividad.

Determinacion de la eficacia detersiva de diversas formulaciones
detergentes con a-amilasa mediante ensayos de lavado, estudiando la
influencia que ejerce la concentracion de enzima, la temperatura y la

presencia de tensioactivos anidénicos y no i6nicos.

Aplicacion de la electrolisis del agua a la limpieza de almidon seco adherido

a acero inoxidable. Determinacion de los parametros 6ptimos para el lavado.

Estudio de la influencia de distintas variables en el proceso de lavado
mediante electrolimpieza, incluyendo la presencia de tensioactivos anionicos

y no i6nicos en la solucion de lavado.
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The industry of detergents and cleaning products has a high production volume
with a wide range of different products. Only in Spain the annual turnover of
detergent formulations based on surfactans in 2015 was 300 million euros and the
estimation for production volume was 330.000 tonnes. This meant an increase of
42% with respect to year 2010 (INE, 2006). Within the detergents industry there is
a subsector that manufactures specific products for applications in industry,

restoration and hostelry meaning a 10% of the total market.

This market has undergone a substantial transformation in recent years due to
the increase in consumption, in environmental requirements and in energy and raw
materials costs. These are the reasons why the development of new cleaning
formulations is required (Waldhoff and Spilker, 2005). This leads to the
reassessment of actual formulations, looking for options environmentally friendly
and more efficient. The use of biodegradable surfactants or surfactants with a
natural origin, the decrease in the use of polyphosphates and the incorporation of
nano- and micromaterials or highly stable enzymes in detergent formulations
pursues the cleaning optimization as well as the compliance of the actual
requirements in terms of price, energy saving, surface protection and
biodegradability. On the other hand, new cleaning and disinfection methods have
been developed and they are currently used in the food industry. These cleaning
methods are based on water electrolysis, which generates electrolyzed water (EW)
that provides high disinfection at low cost and minimum environmental impact

(Huang et al., 2008).

The cleaning process within the food industry is a criticaloperation. Food
establishments have to market high-quality foods with highly demanding hygiene
conditions. Thus, cleaning and disinfectionneed to be repeated regularly. This
requires that cleaning procedures add chemical agents that leave surfacesphysically
and microbiologically clean, avoiding problems ofhygiene and obstruction of
equipment. Generally, theseprocedures are standardized and are usually analogous
for different types of surfaces and soils. However,the precise composition must
beoptimized based on the soil that needs tobe removed and the surface or material
that has to be cleaned (Suarez et al., 2012). Generally, the effectiveness of the
cleaning process depends on numerousfactors, such as the properties and

concentration of the soilingagent, the properties of the substrate, the characteristics
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of  thewashing device, washing temperature, detergent formula,

hydrodynamicforces, and the duration of the process (Wildbrett, 2000).

Starch is one of the most important ingredients in food industry, being
widelyused for thickening, gelling, and as awater-retention agent as well as being
part of a great variety of food products (Singh et al., 2003). In industrial processes
that uses starches or their derivatives,these products often adhere to the surfaces
inside pipes andaccessories and are difficult to eliminate.The strength of
theadhesion depends on the interaction between the starch and thepipe material
(Liu et al., 2006). Starchy fluids used can be classified as highviscosity liquids that
require high temperatures for theirelimination, depending on the concentration and
the physical
structure of the gel (Fryer and Asteriadou, 2009). Therefore, it is highly necessary to
develop specific formulations that optimise thecleaning of starch adhered to hard

surfaces and reduce the total costs of theprocess.

The objectives of this Ph.D. Thesis follow the lines of investigation of the
research project “Ecological and specific surfactant formulations for different soils
and substrates” (CTM2010-16770, Spanish Ministry of Economy and
Competitiveness”) and the research contract n°® 3128 signed by the partners
Betelgeux S.L. and University of Granada “High performance hygiene processes in
CIP systems by means of the development of new nanomaterials and chemical
technologies (CIP-NANOTEC)”. These projects focus on the development of new
liquid detergent formulations for industrial purposes. These formulations are
specific for different types of soils (oil, protein and starch) and search for a higher
economic performance and a lower environmental impact. Specifically, this Ph.D.
Thesis focuses on the development of detergent formulations and new cleaning
methods for the removal of dried starch adhered to stainless steel surfaces. To this
effect, the following general objectives have been defined: the study of the influence
on detergency of the incorporation in detergent formulations of micro- and
nanoparticles and the enzyme a-amylase, assessing their performance by means of
cleaning tests. Also, a new cleaning method for starch adhered to metallic surfaces
using direct current has been developed, assessing the detersive performance
obtained with this method. In order to achieve these main objectives, the research

carried out was divided in the following specific goals:
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1.

Study of the interaction between aqueous solutions of non ionic surfactants

and silica and magnetite particles.

. Determination of the detersive effectiveness of dried starch adhered to

stainless steel with different detergent formulations containing particles by
means of cleaning tests.Study of the influence of different parameters on

the cleaning process.

. Study of stability of the a-amylase enzyme in anionic and non-ionic

surfactant solutions by means of activity assays.

. Determination of the detersive effectiveness of different detergent

formulations with a-amylase by means of cleaning tests, studying the
influence of enzyme concentration, temperature and presence of anionic

and non ionic surfactants.

. Application of water electrolysis to the cleaning of dried starch adhered to

stainless steel. Determination of the optimal cleaning parameters.

. Study of the influence of different factors on the washing process by

electrocleaning, including the presence in the cleaning solution of anionic

and non ionic surfactants.
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1. Introduccion

1.1 Almidoén. Caracteristicas como agente de suciedad en la

industria alimentaria

Los cultivos que contienen almidon forman una parte muy importante de la
dieta humana y una gran proporciéon de los alimentos consumidos por la poblacion
mundial se produce a partir de ellos. Ademas de su uso directo como fuente de
alimentacion, el almidon modificado quimica o enzimaticamente es utilizado en la
industria alimentaria como espesante, gelificante y agente de retencion de agua
(Singh et al., 2003). También se utiliza para producir una gran variedad de
alimentos como sopas, salsas, helado, snacks, cerveza, chocolate, pasteles, papillas o
salchichas. El almidon hidrolizado también es un recurso valioso utilizado para la
produccion de siropes de glucosa y fructosa y productos no alimentarios como el
etanol (Betancur y Chel, 1997). A pesar de que el almidon se encuentra ampliamente
distribuido en las plantas como carbohidrato de reserva, solo algunas de ellas tienen
importancia a nivel industrial. La mayor fuente de almidon para uso industrial es el
maiz, que representa mas del 80% del mercado mundial (Jobling, 2004), seguido de

la tapioca, patata y trigo.

En el interior de las plantas el almidéon se acumula en forma de granulos
insolubles en agua. La forma y didmetro de los granulos depende de su
origen.Dentro de las fuentes de almidon de interés comercial, el tamafno de granulo
oscila entre 2-30 um para el almidéon de maiz y 5-100 pum para el almidén de patata
(van der Maarel et al., 2002). En la Figura1.1 se muestran imagenes de microscopia
de barrido electronico (SEM) que ilustran las diferencias entre granulos de almidon

de patata y de maiz.
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Figura 1.1. Micrografias de granulos de almidon de patata (a) y maiz (b)
(Singh et al., 2003). (La barra representa una longitud de 10 um)

El almidén es un polimero de glucosa anhidra, unida por el oxigeno de su
carbono Ci1 mediante el llamado enlace glicosidico.El extremo de la cadena
polisacarida que contiene el carbono anomérico libre (que no forma parte de un
enlace glicosidico) se conoce como extremo reductor. Se compone de dos tipos de

polisacaridos, la amilosa y la amilopectina.

La amilosa es un polimero lineal que se compone de hasta 6000 unidades de
glucosa, unidas entre si por enlaces glicosidicos a-1,4 (Figura 1.2). El contenido en
amilosa del almidon varia dependiendo de la especie de origen, pero su valor tipico
oscila entre el 20 y el 25% (van der Maarel et al., 2002). Las cadenas de amilosa
adoptan una estructura de hélice, siendo de los primeros biopolimeros para los que
se propuso esta conformacion (Bertoft, 2004). En esta estructura todos los grupos
hidroéfilos estan orientados hacia el exterior, mientras que los grupos hidrofobos
quedan en el interior de la hélice. Esta propiedad hace a la amilosa susceptible de
formar complejos con moléculas hidr6fobas como el yodo, acidos grasos o cadenas

hidrocarbonadas.

CHOH CHOH CH,OH CH,OH

H S H H O U H H “CH H “H
H H H H
= IR DaH H o OH M o OH H
H QH H OH H OH H CH

Figura 1.2. Estructura quimica de la amilosa
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La amilopectina es el polimero mayoritario del almidén ya que tipicamente
supone entre el 70 y el 75% en peso. Se trata de una macromolécula ramificada en la
que las unidades de glucosa estan unidas principalmente por enlaces a-1,4 cuando
forman parte de cadenas lineales y por enlaces a-1,6 cuando actian como nudo para
formar ramificaciones (Figura 1.3). Alrededor del 5% de las unidades de glucosa
estan implicadas en los enlaces a-1,6. Una molécula de amilopectina contiene en
promedio 2.10° unidades de glucosa, lo que la convierte en una de las mayores
moléculas existentes en la naturaleza. Su peso molecular oscila entre 5 y 50.107 Da

(Pérez et al., 2009).
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Figura 1.3. Estructura quimica de la amilopectina
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Actualmente se acepta que la estructura de la molécula de amilopectina consta
de un esqueleto de cadenas monoramificadas del que emergen familias de
ramificaciones en forma de racimos (clusters). Estas ramificaciones, ademas, se
organizan en forma de grupos cristalinos de doble hélice, como demuestra la
difraccion de rayos X a nivel nanoscopico (Jobling, 2004; Pérez et al., 2009). En la
Figura 1.4 se muestra esta conformaciéon de la molécula de amilopectina, que
condiciona la estructura microscopica del granulo de almidén. Cada granulo esta
compuesto por la alternancia de depositos amorfos y semicristalinos de entre 100 y
800 nm de espesor denominados “anillos de crecimiento”. En este modelo, los
puntos de ramificacion en las moléculas de amilopectina se encuentran en las
regiones menos organizadas (regiéon amorfa). Asi, la region cristalina esti
principalmente compuesta por amilopectina mientras que la regiéon amorfa contiene

amilosa y amilopectina enredadas entre si (van der Maarel et al., 2002).
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Figura 1.4. Modelo “cluster” de la molécula de amilopectina
incorporandoramificaciones en doble hélice (Pérez et al., 2009)

Gran parte del almidon consumido en la industria alimentaria ha sido sometido
a algan tipo de procesado, el cual habitualmente incluye calentamiento en presencia
de agua bajo algun tipo de esfuerzo cortante y posterior enfriamiento (Copeland et
al, 2009). Durante el tratamiento térmico los granulos de almidén sufren un
proceso de gelatinizacion que implica la absorcion de agua y su hinchamiento por lo
que su organizacion cristalina se degrada de forma irreversible. Experimentos con
almidones normales y almidones céreos (con un contenido en amilopectina cercano
al 100%) han llevado a la conclusion de que el hinchamiento (“swelling”) es una
propiedad de la amilopectina (Tester y Morrison, 1990). Las temperaturas iniciales
de gelatinizacion son caracteristicas de cada tipo concreto de almidéon pero
generalmente se hallan en el intervalo 55-75°C. Se produce un exudado de la
amilosa desde los granulos, incrementandose la viscosidad de la mezcla hasta llegar
a un maximo que se corresponde con el punto en que el nimero de granulos
hinchados, pero aun intactos, es también méximo. Si el proceso continda, se
produce un descenso en la viscosidad conforme los granulos se rompen y las

moléculas se dispersan en la fase acuosa.

Cuando la mezcla se enfria, las moléculas disgregadas de almidén forman

inicialmente un gel y con el transcurso del tiempo se produce un proceso de
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retrogradacion en el que se van generando nuevos agregados semicristalinos,
diferentes a los existentes en los granulos del almidén nativo. Durante el
enfriamiento la viscosidad aumenta de nuevo debido a la formacion del gel, lo que

implica interacciones moleculares entre la amilosa y la amilopectina.

Los alimentos ricos en almidéon que han sido sometidos a calentamiento y
enfriamiento a menudo contienen cantidades sustancialmente importantes de
almidon retrogradado. El grado de gelatinizacion y/o retrogradacion del almidén
procesado influye en su capacidad para ser hidrolizado enziméaticamente. Los
cambios morfologicos que se producen durante la gelatinizaciéon le hacen adquirir
una estructura mas asequible al ataque enzimatico, mientras que la retrogradacion

dificulta la amilolisis (Slaughter et al., 2001).

1.1.1 Comportamiento del almidénen el proceso de lavado

El lavado del almidén retenido en textiles o en superficies duras esta
influenciado fundamentalmente por las interacciones y fen6menos de degradacion
que experimenta cuando entra en contacto con los componentes de la solucion
detergente.Por ejemplo, la adicion de a-amilasas a las formulaciones de lavado
favorece la degradacion de las manchas y depositos y mejora la limpieza
hidrolizando el almidén que puede actuar como “pegamento” para la adhesion de
otras suciedades sobre las superficies. Ademas, la adicién de enzimas a las formulas
detergentes permite la utilizaciéon de temperaturas mas bajas y la reduccion del uso
de ingredientes perjudiciales para el medio ambiente(Gupta et al., 2003). La
utilizacion de a-amilasas en el lavado de suciedades de almidon se describe en

mayor detalle en el apartado 1.4.3.1.

Otro factor importante a considerar en los procesos de lavado de almido6n es el
pH de la disolucién. En muchos procesos de limpieza las féormulas detergentes
contienen ingredientes que confieren al medio de lavado un caracter basico.El
hidroxido sodico y otros 4alcalis inducen la despolimerizacién del almidoén,
especialmente cuando se aplica calor. Los agentes alcalinizantes tienen una mayor
propension a atacar las regiones amorfas de los granulos de almidén, ricas en
amilosa. Esto causa un incremento de la exudacién de amilosa y también un cierto

grado de hidrolisis de las cadenas del almidon (Lai et al., 2004).En condiciones de
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elevada alcalinidad se rompen los enlaces de hidrogeno intermoleculares del
almidoén, favoreciendo su solubilidad en agua. Sin embargo, la amilopectina es mas
dificil de disolver que la amilosa(Han y Lim, 2004).Los 4lcalis afectan a la estructura
y comportamiento fisico del almidén en disolucion lo que genera cambios en sus
propiedades funcionales como el poder de hinchamiento y su perfil de gelatinizacion
(Wang y Copeland, 2012). El grado de degradacion molecular y la composicion de
los productos de esta degradacion depende de varios parametros como la
temperatura, la naturaleza y concentracién del 4lcali y la presencia de oxigeno (Han
y Lim, 2004). Sin embargo, cada tipo de almidén presenta una susceptibilidad
diferente al tratamiento alcalino siendo el almidon de patata el mas sensible a la

hidrélisis y solubilizacion por tratamiento con alcalis (Nor Nadiha et al., 2010).

El almidon también interacciona con los tensioactivos que forman parte de las
soluciones detergentes. Diversos estudios han reflejado la formacion de complejos
de inclusion entre la amilosa, y en menor medida la amilopectina, con todo tipo de
tensioactivos, tanto i6nicos como no iénicos (Kim y Robinson, 1979;Hui et al,
1983;Gudmundsson y Eliasson, 1990;Gudmundsson, 1992;Svensson et al.,
1996;Lundgqvistet al., 2002a, 2002b, 2002c; Tanaka y Hoshino, 2002;Hoshino y
Tanaka, 2003;Bravoet al., 2008;Martinez-Gallegos et al., 2011). La formacion de
complejos polimero-tensioactivo también tiene lugar con productos de la hidrolisis

del almidon como las maltodextrinas (Wangsakan et al., 2004).

Kim y Robinson(1979) comprobaron que diferentes tensioactivos formaban
complejos de inclusién con la amilosa interfiriendo en su capacidad para formar
complejos con el yodo. La estructura en hélice de la amilosa es especialmente apta
para la formacion de complejos. Hui et al.(1983) concluyeron que alrededor del
tensioactivo se dispone la hélice de amilosa con interior hidrofébico y flexible, lo que
permite la formacion de complejos con ligandos de diferentes tamafios. Svensson et
al.(1996) comprobaron que tanto la amilosa como la amilopectina forman complejos
con el tensioactivo anidénico SDS (dodecilsulfato s6dico), si bien la capacidad de la
amilopectina para ligar tensioactivo es menor que la de la amilosa. Esta dificultad de
la amilopectina se debe a impedimentos asociados a su estructura ramificada en la
que sblo las cadenas mas externas pueden formar complejos. Por otra parte,
Radhika y Moorthy(2008) estudiaron el uso del tensioactivo SDS para modificar las

propiedades del almidén mediante la formacion de complejos encontrando
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diferencias sustanciales tanto en las propiedades térmicas como en la viscosidad del

almidon tras el proceso de formacion de complejos.

Bravoet al. (2008) y Martinez-Gallegos et al. (2011) han estudiado la formacion
de complejos de almidon de patata con tensioactivos no i6nicos. El origen se debe a
las interacciones hidrofobicas (Hui et al., 1983).Bravo et al. (2008) estudiaron la
formacion de complejos con alquilpoliglucésidos (APGs) y comprobaron que todos
ellos se ligaban al almidon existiendo una relacion de proporcionalidad directa entre
la concentracion de tensioactivo ligado y la concentracion de tensioactivo total, de
modo que la formacion del complejo continuaba hasta la formacion de micelas sin
poder detectarse saturacion por parte del almidon. Los resultados mostraron que los
APG se ligaban a la amilosa por unién cooperativa positiva y a la amilopectina por
union no cooperativa tipo Langmuir. En Martinez-Gallegos et al.(2011) se estudia la
formacion de complejos con alcoholes etoxilados (AEs) y alquilfenoles etoxilados
(APEs). En este caso todos los tensioactivos también formaron complejos con el
almidon pero s6lo después de alcanzar una concentraciéon de tensioactivo critica
para la asociacion. Esto sugiere una menor afinidad con los tensioactivos etoxilados
en comparacion con los APGs. De nuevo encontraron que la cantidad de tensioactivo

ligado aumentaba con su concentracion hasta el comienzo de la micelizacion.

La formacion de complejos entre el almidon y los tensioactivos presentes en los
detergentes puede afectar a la eficacia del lavado. Por una parte, este fendmeno
puede aumentar la solubilidad de los polimeros y por tantola del almidén en el bafo
de lavado (Goddard, 1986), lo cual favorece el proceso detersivo. Pero también hay
que tener en cuenta que la formaciéon de complejos a concentraciones por debajo de
la concentraciéon micelar critica (CMC) disminuye la actividad superficial para una
concentracion de tensioactivo determinada (Martinez-Gallegos, 2005).Por lo tanto,
para mejorar los procesos de lavado del almidon se puede recurrir a tensioactivos
con buena capacidad para formar complejos pero incorporando a la solucién
detergente una concentracion suficiente para alcanzar la concentracién micelar

critica.
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1.2Detergencia

La norma UNE-EN ISO 862:1996 define la detergencia como el “proceso segtin
el cual la suciedad es separada de su substrato y puesta en solucion o en dispersion”.
La detergencia tiene como objetivo la limpieza de la superficie, que tiene lugar en
base a diversos fenémenos fisicos ayudados por ciertas reacciones quimicas que

tienen lugar en las interfases entre el soporte, la suciedad y la solucién de lavado.

La eficacia de un proceso detersivo depende de las caracteristicas del complejo
“sustrato-suciedad” (donde el sustrato es la superficie a limpiar), de la composicion
quimica y de las propiedades fisicas del medio que se utiliza para disgregar este
complejo, de las condiciones de operacién y del objetivo buscado al aplicar el
proceso. Es por tanto un proceso muy complicado a causa de las numerosas
interacciones entre los factores que intervienen en él. No obstante, la accion de la
solucion de lavado se puede describir en varias etapas: el mojado, el desplazamiento
de la suciedad y la antiredeposicién o mantenimiento de la suciedad separada de la
superficie a limpiar (Vincent, 2002). A continuacién se describen dichas etapas, con
especial interés en los fendmenos relacionados con la detergencia de suciedades

solidas.

1.2.1 Mojado

El mojado resulta indispensable para conseguir que la materia activa del bafio
llegue hasta las superficies del sustrato y de la suciedad. A causa del caracter
hidrofobo de estas superficies, su tension interfacial frente al agua suele ser muy
alta. Esto, junto con la rugosidad de la superficie de algunos sustratos, entorpece
mucho el contacto directo del bano con las porciones de suciedad situadas en el

interior del sustrato (Gomez Herrera, 1996).

Para separar la suciedad de la superficie a limpiar, la soluciéon detergente debe
entrar en contacto con ella y establecer una fuerza de adhesion méas grande que la
existente entre el sustrato y la suciedad. Para facilitar este proceso se anaden a la
solucién de lavado tensioactivos, es decir, agentes de superficie que tienen la
propiedad de reducir la tensién superficial del bafio de limpieza asi como las

tensiones interfaciales sustrato-bafo y suciedad-bano.
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Los liquidos mojan un cuerpo s6lido como consecuencia de las acciones
reciprocas que se producen en la superficie de separacion de ambas fases (Kiermeier
et al., 2000). La intensidad humectante o adherente del liquido a un cuerpo sélido
depende de la tension superficial de este dltimo (os) y de la tension superficial del
liquido (ov), asi como de la tension existente en la superficie de separacion de ambas
fases (os/1). Cuando una gota se deposita sobre una superficie so6lida la accion
conjunta de las fuerzas hace que ésta se extienda mas o menos hasta que se alcanza
un estado de equilibrio, tal y como se observa en la Figura 1.5. En este caso, fuerzas
de expansion y de contraccidon son las que mantienen dicho equilibrio, expresado

por la ecuacion de Young:

Og = 01, X cosa + Og Ec.(1.1)

dondea es el angulo marginal del liquido sobre el solido en estado de equilibrio. Un
mojado completo de la superficie s6lida por parte del liquido supone un angulo de
contacto a = 0°. Los tensioactivos en soluciéon acuosa reducen el valor de dicho

angulo de contacto favoreciendo el mojado.

Os

Fuerza | X Fuerzas
expansionante | contractivas

__

Figura 1.5. Balancede fuerzas en el mojado parcial de una superficie

1.2.2 Desplazamiento de la suciedad

La retencion de los componentes de la suciedad sobre el sustrato es el resultado

de la actuacion de diversas fuerzas. Entre las mas importantes se encuentran:
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- Fuerzas de adsorcion fisica (atractivas de Van der Waals). Estas fuerzas s6lo son
significativas a distancias pequefias.

- Fuerzas electrostaticas.

- Fuerzas de quimisorcién.

- Fuerzas mecanicas, tales como las que aparecen por macrooclusion entre las

fibras textiles o en rejillas metalicas.

La separacion de la suciedad viene causada por diversos efectos y es funciéon del
proceso de lavado y del tipo de solucion detergente. Entre dichos efectos se incluyen
los exclusivamente mecanicos y los derivados de procesos quimicos que tienen lugar
cuando la suciedad es transformada mediante reacciones producidas por la
presencia de acidos, alcalis o enzimas en la solucidon detergente. Por ultimo, la
presencia de tensioactivos en el bano de lavado facilita la separacion de la suciedad

debido a fendmenos fisicos de adsorcion y a interacciones electrostaticas.

La separacion fisica de la suciedad se basa en la adsorciéon no especifica de
tensioactivos sobre diferentes interfases implicadas en el proceso (sustrato-bafo y
suciedad-bano) asi como en la adsorcion especifica de agentes complejantes sobre
particulas polares de suciedad (Schwuger, 1982). Cuando se trata de suciedades
sblidas no licuables, la adsorcion de tensioactivos provoca una reduccion en el
trabajo requerido para separar la particula del sustrato. Teniendo en cuenta que el

trabajo de adhesion viene dado por la expresion (Gomez Herrera, 1996):

Wagq = YsB + Ypg — Ysp Ec.(1.2)

la adsorcion del tensioactivo reducira la tension entre las interfases sustrato-bafio y
suciedad-bano (yse y yes), con el consiguiente descenso del trabajo requerido para
separar la particula de suciedad, donde y representa la tensién interfacial y los
subindices S, B y P representan respectivamente el sustrato, el bafio de lavado y la
suciedad.Ademas, la presencia tanto del agua como de los tensioactivos provoca la
formacion de dobles capas eléctricas en las interfases solido-liquido. Casi siempre
estas dobles capas comunican cargas del mismo signo a las superficies del sustrato y
de las particulas de suciedad, provocando la repulsion mutua. Esta repulsion se

opone a las fuerzas atractivas de Van der Waals que mantienen unidos a suciedad y
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sustrato, lo que conduce a un descenso en las fuerzas de adhesion resultantes y en la
energia libre del sistema. La energia libre de cada una de estas capas que recubren
suciedad y sustrato es funcién de la distancia y disminuye asint6ticamente hasta un
valor limite que corresponde a la condicién de no interaccion entre ambas (von

Rybinski, 2007).

1.2.3 Separacion de la suciedad de la superficie limpia

En funciéon de la naturaleza de la suciedad son distintos los mecanismos que
lamantienen dispersa en el bano de lavado y evitan su redeposicion sobre el

sustrato.

Cuando se trata de suciedades oleosas liquidas, los mecanismos que se
consideran mas eficaces y frecuentes para la mantener la dispersi6on son la
solubilizacion en micelas y el emulsionamiento (Miller y Raney, 1993). La capacidad
para solubilizar suciedades oleosas depende de la estructura quimica del
tensioactivo, de su concentracion en el bafio y de la temperatura (Broze, 1995). El
mecanismo de solubilizaciéon consiste en la dispersion espontanea de la suciedad
insoluble gracias a los tensioactivos presentes en el bafio de lavado, cuyo resultado
final es la formacion de una solucion termodinamicamente estable. La contribucion
de la solubilizacion solamente resulta significativa a concentraciones de
tensioactivos superiores a su concentracion micelar critica (CMC), alcanzando su
maximo para concentraciones que sean varias veces superiores a la CMC. Sin
embargo, la concentracion de tensioactivos anidnicos que suele emplearse en
formulaciones detergentes comerciales no suele ser muy superior a su CMC, por lo
que la solubilizacion es a menudo insuficiente para dispersar toda la suciedad

oleosa, quedando ésta dispersa en forma de emulsion (Gémez Herrera, 1996).

Una emulsion es un sistema heterogéneo de dos o méas fases liquidas,
constituido por una fase liquida continua (en este caso, la solucion detergente
hidroéfila) y al menos una segunda fase liquida (la suciedad hidréfoba) dispersa en la
primera en forma de finas gotitas. En los procesos de lavado la emulsificacion se
produce a través de la adsorciéon del tensioactivo sobre las interfases suciedad
oleosa/agua y sustrato/agua, orientando su cola hidrofébica hacia la grasa y su

cabeza hidrofilica hacia el agua. La reduccion de la tensién en estas interfases
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desempena un importante papel en el emulsionamiento (Gomez Herrera, 1996).
Segun Schwartz (1971), la emulsificacion por si sola no es capaz de promover la
limpieza total del sustrato ya que, a diferencia de la solubilizacion, no puede impedir
totalmente la redeposicion de la suciedad. Otro proceso a evitar es el de coalescencia
por el que las emulsiones terminan separandose en sus fases originales. Para evitar
esto es necesaria la agitacion mecanica del bato, el control de la temperatura o el

uso de un agente anti-redeposicion (Vincent, 2002).

En cuanto a la suciedad compuesta por particulas sé6lidas, el mecanismo
mas eficaz para mantenerla suspendida en el bafio y prevenir su redeposicion sobre
el sustrato es la formacién de barreras eléctricas y estéricas. El efecto electrostatico
es el resultado de la adsorcion sobre las particulas soélidas de especies idnicas,
generalmente anionicas, procedente de tensioactivos o sustancias inorganicas en el
bafio de lavado. Estas particulas s6lidas pasan a estar fuertemente cargadas y la
repulsion electrostatica provoca su dispersion. Este mecanismo se presenta sobre
todo en medios acuosos, porque la fuerte constante dieléctrica del agua permite el

efecto maximo de las cargas electrostaticas.

Ademas del mecanismo de repulsion electrostatica entre particulas tiene lugar
otro mecanismo de repulsion denominado mecanismo estérico, que tiene lugar
especialmente en bafios que contienen tensioactivos en concentraciones superiores a
su CMC. Los dispersantes de efecto estérico se adsorben igualmente sobre las
particulas so6lidas. Son generalmente moléculas poliméricas no idénicas que crean
una capa protectora y evitan la reaglomeracion de las particulas por efectos de
repulsion termodinamica general (Napper y Netschey, 1971). Los tensioactivos no
ionicos actian como eficaces barreras estéricas, especialmente los basados en

cadenas de 6xido de etileno, cuyas cadenas hidrofilas se orientan hacia el bano.

1.3 Métodos de limpieza en la industria alimentaria

Los procesos de limpieza y desinfeccion son partes esenciales de la operacion
diaria en wuna industria alimentaria(Fryer y Asteriadou, 2009) debido

principalmente a:
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- La pérdida de rendimiento causada por la deposicién de sélidos en los equipos,
lo que conduce a altas pérdidas de presiéon y una reduccion en la eficacia de la

transmision de calor en la planta de proceso.
- Al posible dafio causado al producto por el crecimiento de microorganismos.

- A la necesidad de retirar los depdsitos de suciedad entre distintos ciclos de
produccion para eliminar la contaminacidén, especialmente importante cuando

se fabrican diferentes productos en la misma linea de proceso.

El resultado de un procedimiento de limpieza correcto debe corresponderse con
una superficie fisicamente, biologicamente y quimicamente limpia (Bénézech y
Lalande, 2002). Fisicamente limpia significa que ninguna suciedad debe ser
fisicamente detectable, biologicamente limpia que ningdn microorganismo
indeseable debe sobrevivir y quimicamente limpia que ningin elemento extraino
debe ser detectable por métodos de determinacion quimica.Para la limpieza de
equipos e instalaciones de proceso la industria alimentaria utiliza habitualmente los
sistemas “cleaning in place” (CIP). Los sistemas CIP proporcionan una limpieza
consistente y reproducible, permitiendo una trazabilidad total de las condiciones de

lavado.

1.3.1 Sistemas de limpieza CIP

Los sistemas CIP se basan en la circulacién de soluciones de lavado (detergentes
y/o desinfectantes) a través de los equipos de producciéon (tanques, tuberias,
intercambiadores de calor,...) que permanecen montados en su configuracion
habitual. Estas soluciones de lavado entran en contacto con la suciedad en
condiciones de elevada turbulencia y velocidad de flujo (Moerman et al., 2014).Un

ciclo de limpieza consta generalmente de:

i) Aplicacion de agua y/o aire para recuperar el producto presente en las tuberias y
los equipos a limpiar, de manera que se reduzca al minimo la pérdida del
mismo. Asi también se facilita la limpieza y se reduce la contaminacion de los

efluentes.
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ii) Enjuagado inicial con agua, que evita que se seque la suciedad residual. El
estado y composicion de la suciedad puede cambiar durante el tiempo que
transcurre entre el final del trabajo y el comienzo de la limpieza, lo que se
conoce como “envejecimiento” (Kiermeier y Wildbrett, 2000). La aplicacion de
agua de forma intermitente es mas eficaz (por ejemplo, 3 secuencias de

enjuagado de 30 segundos seguidas de 30 segundos de escurrido).

iii) Limpieza por circulacion de una disolucién detergente caliente en circuito

cerrado, con o sin recuperaciéon de la misma.

iv) Enjuagados intermedios, con o sin reciclado, con el objetivo de eliminar toda

traza de detergente que pueda ser medida por pH-metria o conductimetria.

v) Aplicacion eventual de una segunda disolucion detergente. Distintos tipos de
detergentes son a veces utilizados de forma consecutiva con enjuagados

intermedios (alcalino-enjuagado-acido-enjuagado...).

vi) Desinfeccién. En numerosos casos el desinfectante se inyecta en la corriente de
circulacion de agua de enjuagado. Se recircula y se contindia con un tiempo de

parada en el que la instalacién queda en contacto con el desinfectante.

vii) Enjuagado final con agua potable. Esta etapa no se realiza en algunos paises
como Estados Unidos, en los que se suele utilizar desinfectante que no precisa

de aclarado posterior (Bénézech y Lalande, 2002).

La eleccion del tipo de sistema CIP a utilizar dependera del tamano y de la
complejidad de la instalaciéon industrial, pero también del tipo de suciedad. Se

distingue normalmente entre varios tipos de estaciones CIP:

Sistemas CIP de empleo no recuperable: Es el sistema mas simple y de
coste de inversion mas bajo. Es interesante para limpiar unidades muy pequenas o
elementos muy sucios, lo que limita el interés de reutilizar la solucién de limpieza.
Este tipo de sistema CIP comprende en general un deposito de preparacion y envio
de la solucién de limpieza, una bomba, valvulas y un sistema de inyeccion directa de
detergente, y a menudo de vapor, para mejorar la operacion de limpieza

aumentando la temperatura. No hay depositos de almacenamiento. Estos sistemas
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se utilizan especialmente en la industria farmacéutica, debido al riesgo de
contaminacion que podria ocurrir por el reciclado de las soluciones de limpieza,
pero son escasamente utilizados en la industria agroalimentaria (Rizoulieres et al.,

2009).

Sistemas CIP de empleo repetido:En este caso son necesarios varios
tanques que contienen detergentes alcalinos o acidos, desinfectantes o incluso agua
para el empuje de las soluciones de lavado y para los enjuagados intermedios
(Figura 1.6). Todos los tanques estan interconectados por tuberias provistas con
valvulas y colectores ajustados con las bombas de suministro y de retorno del

sistema CIP.

Hacia las instalaciones a limpiar

o
o @ o || |®
O A A

Figura 1.6. Esquema de estacion CIP de empleo repetido (Bénézech y Lalande,
2000)
1. Agua; 2. Desinfectante; 3. Acido; 4. Sosa; 5. Recuperacion de agua.

Los sistemas de empleo repetido son mas complejos que los de empleo no
recuperable, siendo mayor la inversion inicial. Sin embargo, el periodo de
amortizacion es corto gracias al ahorro en agua, detergentes y energia (Moerman et
al., 2014). Bénézech y Lalande (2002) indican que este tipo de instalacién no
responde a las restricciones técnicas de hoy en dia debido a las dificultades de
adaptacion rapida a condiciones de limpieza muy variadas, por lo que defienden la

utilizaciéon de sistemas mixtos.
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Dentro de los sistemas CIP de empleo repetido, se optara por un sistema con un

mayor o menor grado de centralizacidon en funcién de criterios como el tamafio de la

planta, el ahorro en costes y la seguridad que debe presentar el producto:

Los sistemas CIP centralizados se utilizan normalmente en plantas
pequeiias donde la distancia entre la estacion CIP y el equipamiento a limpiar es
relativamente corta. Su principal inconveniente es el coste. Las soluciones de
limpieza y las aguas de enjuagado deben transportarse a largas distancias, con
lo que aumentan las pérdidas de calor y se requieren mayores volimenes de
agua y de agentes detergentes (Auerswald, 2000). En cambio, los productos
utilizados se almacenan en una tnica localizacion, lo que es beneficioso para la

seguridad y la higiene del proceso.

Las unidades CIP centralizadas con varias estaciones satélitecuentan
con tanques centralizados para las soluciones detergentes acidas y alcalinas, las
cuales se distribuyen hacia unidades CIP satélite en diversas areas de
produccion. El aporte y calefaccion de las aguas de enjuagado se hace de forma
cercana. De esta forma se permite minimizar el volumen de soluciéon de lavado
que seria justo el suficiente para llenar el circuito a limpiar. Asi se puede
optimizar la composicion de la soluciéon detergente para cada circuito en funciéon

de sus necesidades de limpieza (Moerman et al., 2014).

Los sistemas CIP descentralizados cuentan con una unidad de
abastecimiento en cada instalacion de produccion, con los recipientes
correspondientes para las soluciones limpiadora y desinfectante, instrumentos
de dosificacion y graduacion, bombas y medios de control. Se recomiendan en
grandes plantas de proceso donde la distancia entre una estacion CIP
centralizada y circuitos CIP periféricos seria extremadamente larga. Este
sistema permite reducir las pérdidas de calor, asi como el volumen de aguas
residuales asociado al proceso de limpieza. Sin embargo, resulta muy costoso

dotar a cada instalacién de produccion con una instalacion de limpieza propia.
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1.3.2 Factores que determinan la eficacia de las operaciones de

limpieza

Independientemente del disefio y de la configuracion del sistema utilizado, el
control 6ptimo del CIP necesita un buen conocimiento de los parametros que
determinan la eficacia de la limpieza. En la Figura 1.7 se representan dichos

parametros, de acuerdo con Wildbrett (2000).

Suciedad

Clase,
estado,
cantidad

material,
rugosidad

Temperatura

Tiempo de
lavado

Composicion
quimica

Figura 1.7. Parametros con influencia sobre la eficacia de la limpieza hiimeda

A continuacion se profundiza en estos factores, a excepcion de los componentes

de formulaciones detergentes que se describen en el apartado 1.4.

1.3.2.1 Caracteristicas de la suciedad

El analisis de la composicion, la estructura, el reparto y el tipo de suciedad
producida durante el procesado del alimento es imprescindible con el fin de adaptar
el detergente y el protocolo de limpieza al deposito producido. Estos depositos
dependeran de las condiciones de proceso y del equipo utilizado. Ademas, por su
composicién y su estructura fisica, las suciedades procedentes de alimentos son en

la mayoria de los casos complejas y heterogéneas (Leclercq-Perlat, 2002).
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Epstein(1978)realizd una clasificacionde los depositos que se forman sobre
superficies duras que ha sido ampliamente utilizada. Esta clasificaciéon en cinco
categorias no se basa en la naturaleza del depoésito sino en el mecanismo por el cual
se produce. Este enfoque permite agrupar y comparar informaciéon sobre depositos
procedentes de distintas industrias. Segin esta clasificaciéon los mecanismos de

ensuciado son:

- Reaccion. El deposito resulta de la reaccion de algin componente del fluido en

circulacion (por ejemplo, desnaturalizacion de proteinas en la industria lactea).

- Biologico. Este mecanismo puede ocurrir a varias escalas, desde la adhesion

de organismos simples al crecimiento de biopeliculas (Boulané-Petermann,

1996).

- Cristalizacion o precipitacion: Un componente disuelto en el fluido se
deposita cuando excede su limite de solubilidad (como la precipitaciéon de
carbonato o fosfato célcico desde agua hirviendo). Una subclase es el
ensuciado por solidificacion del fluido o alguno de sus componentes sobre
la superficie. Ejemplos son la solidificacion de hielo a partir de agua o de

almidén desde un fluido alimentario(Fryer y Asteriadou, 2009).

- Particulado: Se produce por adhesion de particulas que se transfieren desde la
fase liquida a la superficie como ocurre en la deposicion de particulas de
magnetita suspendidas en el agua de refrigeracion o agregados de proteinas

sobre las superficies (Simmons et al., 2007).

- Por corrosion: Esta suciedad se genera por corrosion de la superficie. A
menudo los productos de corrosion se transportan desde los fluidos para formar

depositos en las superficies solidas.

Fryer y Asteriadou(2009) introdujeron una clasificacion de suciedades en

funcion de la complejidad a la hora de afrontar su limpieza:

Fluidos de baja viscosidad: El fluido que constituye el “deposito” tiene

propiedades similares a la del agua. Ejemplos son la limpieza de tuberias y tanques
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que contienen leche o cerveza entre ciclos de proceso. Las operaciones de limpieza

en este caso pueden llevarse a cabo simplemente con agua como liquido de limpieza.

Fluidos de alta viscosidad: El deposito es altamente viscoso (viscoelastico o
viscoplastico). La viscosidad aparente de estos fluidos es miles de veces superior a la
del agua. Los depositos de almidén gelificado y humedo se pueden incluir en esta
categoria. Su eficacia de lavado sobre diferentes sustratos ha sido estudiada, por
ejemplo, porJurado et al. (2011c) que también estudia la fuerte dependencia de la

viscosidad del gel de almido6n con la temperatura.

Sé6lidos cohesivos: En estos casos el deposito se comporta como un sélido
existiendo una gran variabilidad de materiales que los constituyen y mostrando
diferentes propiedades. Se pueden encontrar desde geles de proteinas formados a
partir de leche u otros fluidos alimentarios hasta suciedades s6lidas muy duras
generadas por minerales precipitados como es el caso de los depdsitos generados a

partir de leche sometida a temperaturas UHT.

Las suciedades solidas cohesivas son las que presentan mayores dificultades en
los procesos de limpieza. Seran necesarios agentes quimicos para disolver el
deposito o bien transformarlo de forma que pueda ser retirado del sustrato. La
naturaleza del deposito determinara el tipo de agente quimico a utilizar, siendo
tipico el uso de hidroxido sbédico para la retirada de depdsitos organicos y acidos
para la limpieza de depositos minerales (Schmidt, 1997).El lavado tendra lugar por
efectos derivados de la acciéon mecanica del liquido de limpieza pero también por
difusion de los agentes quimicos hacia la suciedad y por los procesos
quimicos/fisicos que puedan desarrollarse en ella (saponificacion, hidrdlisis acida,
alcalina o enzimatica, emulsificacion, fusion). Los mecanismos quimicos implicados

son:

- Disolucion: Tiene lugar en la limpieza de sales minerales con acido, de
proteinas con alcalis o de azicares con agua. El proceso de lavado esta
controlado por la transferencia de masa desde y hacia la superficie, por la
cinética de disolucion o por transferencia de calor si el depdsito se esta
fundiendo.
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- Fallo cohesivo: La limpieza tiene lugar por ruptura de las fuerzas cohesivas
existentes en el interior del deposito, dejando parte de la suciedad aan sobre el

sustrato.

- Fallo adhesivo: Se produce la retirada del deposito por desprendimiento de la
superficie debido a la ruptura de las fuerzas adhesivas que unen al depdsito con
el sustrato. El deposito se desprendera del sustrato a trozos, sin dejar residuo en

las zonas en las que estaba adherido.

La clasificacion de depdsitos en adhesivos y cohesivos puede ser util tanto para
la seleccion de los protocolos de limpieza como para la eleccion del tipo de superficie
mas adecuado para minimizar los fendémenos de adhesion.Liu et al. (2006a, 2006b)
han wutilizado una sonda de micromanipulacion para estudiar depositos
representativos de las suciedades que se encuentran habitualmente en la industria
alimentaria (salsa de tomate y miga de pan como depésitos amilaceos, suero lacteo y
albumina de huevo como depositos proteicos), identificando los efectos cohesivos y
adhesivos en la limpieza. Observan que en las suciedades amil4ceas, especialmente
en la salsa de tomate cocinada y seca, la eliminacién tiene lugar de forma abrupta
por fallo adhesivo entre la superficie y el deposito, mientras que las suciedades
proteicas tienden a ser eliminadas en “capas” debido a que muestran unas menores
fuerzas de cohesion. Sin embargo, Gerhards y Schmid (2013)estudiaron la limpieza
con agua de depositos de almidén sobre acero inoxidable y encontraron que las
fuerzas de adhesion eran mas importantes, eliminandose el depdsito de forma

gradual con el enjuagado.

Utilizando granulos de almidon seco procedentes de una suspension acuosa y
depositados sobre distintas superficies, Detry et al. (2011)observaron que tras el
secado del almidon la interfaz entre los granulos y el sustrato es ocupada por
moléculas que inicialmente estan disueltas en la fase acuosa de la suspension y
posteriormente son adsorbidas o transportadas desde la pelicula acuosa y
depositadas sobre las superficies. Estas macromoléculas son principalmente
polisacaridos y acttian como adhesivo, dificultando la limpieza del sustrato. Scholer
et al. (2012) también estudian la limpieza de depositos de almidén de maiz seco

desde su caracter de so6lido con elevadas fuerzas de cohesion.
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En general, predominara la limpieza por fallo adhesivo cuando la union del
deposito con la superficie sea menos fuerte (en rangos de energia superficial libre de
22 a 28 mN/m). En la limpieza de suciedades que presenten fallo adhesivo, el uso de
superficies modificadas de forma que su energia superficial se encuentre en el rango
de minima adhesion permitira facilitar la limpieza, si bien el efecto de la superficie
desciende con el aumento de espesor del deposito solido (Liu et al., 2006a). La
limpieza por fallo cohesivo tendra lugar preferentemente a altas temperaturas y
elevada concentracién de agentes quimicos en la solucién de lavado, pues la
velocidad de reaccion, y por tanto de alteracion de la suciedad, es mayor en dichas

condiciones (Fryer y Asteriadou, 2009).

1.3.2.2 Superficies a limpiar

La posibilidad de llevar a cabo una limpieza y desinfeccion eficaz depende de las
instalaciones y dispositivos técnicos, asi como de la clase y caracteristicas de los
materiales empleados en su construcciéon. Los equipos e instalaciones que vayan a
entrar en contacto con los alimentos deben estar disefiadosde manera que puedan
limpiarse, desinfectarse o esterilizarse. Esto exige un contacto directo y sin
obstaculos de las superficies con las soluciones de lavado. Deben evitarse por ello los
espacios muertos, aguas remansadas y puntos de dificil acceso, asi como las grietas y

ranuras.

Wildbrett (2000) detalla algunos de los puntos de dificil limpieza en la industria
alimentaria. Entre otros, plantean problemas los cierres a rosca o a presion ya que
siempre dejan resquicios. Estos cierres “permeables” deben considerarse por tanto
puntos criticos. Otro peligro de reinfeccion lo constituyen las sondas medidoras
utilizadas para controlar la temperatura, la presion o el volumen. Los agitadores
existentes en tanques y depositos también dificultan su completa limpieza y
desinfeccion. El disefio de la instalacion CIP debera tener en cuenta estos puntos

criticos para garantizar el éxito en las operaciones de limpieza.

Las caracteristicas de las superficies a limpiar también tienen una importancia
primordial para garantizar la efectividad de la limpieza. Diversos trabajos han
estudiado los materiales de uso mas frecuente en la industria alimentaria y la
influencia de su composicion quimica, tratamientos superficiales, rugosidad o

envejecimiento en su facilidad de limpieza (Wildbrett y Sauerer, 1989; Holah et al,,
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1989; Verran et al., 2000). El acero inoxidable es la superficie preferida para la
construccion de equipamiento en la industria alimentaria tal y como se especifica en
numerosas normas y regulaciones para disefio y construccion industrial (Schmidt,
1997). Asi, los aceros inoxidables de la serie ASTM 300 se utilizan habitualmente
para equipos utilizados en la industria lactea, mientras que la serie 400 es mas
apropiada para aplicaciones especificascomo productos con alto contenido en grasas
o en la industria carnica. También es frecuente el uso de aceros mas resistentes a la
corrosion en industrias que manejan productos con una elevada acidez o alto

contenido salino.

La eficacia de lavado de las superficies de acero inoxidable ha sido estudiada por
numerosos autores. En cuanto a limpieza biologica, el acero inoxidable es
comparable al vidrio siendo significativamente mejor que los plasticos, el aluminio o
el cobre. Los microorganismosdebiopeliculas desarrolladas sobre superficies de
acero inoxidable pueden ser eliminados con menor concentracion de desinfectante
de la requerida para superficies poliméricas (Boulané-Petermann, 1996).Con la
ayuda de un método estandarizado, Leclercq-Perlat y Lalande (1994) testaron la
facilidad de limpieza de una suciedad organica (yogur seco) que se adhiere a
diferentes materiales industriales (vidrio, acero inoxidable 304L, PVDF y PMMA).
Para un mismo estado de superficie razonablemente liso a escala microscopica, las
diferencias alcanzadas en el proceso de limpieza son debidas esencialmente a la
composicion quimica de la superficie siendo los plasticos fluoruro de
polivinilideno (PVDF) y polimetilmetacrilato (PMMA) mas facilmente limpiables
que el vidrio y el acero inoxidable. Mas recientemente, Detry et al. (2011) estudiaron
la adherencia y posterior limpieza de granulos de almidon seco depositados sobre
diferentes superficies comovidrio, acero inoxidable 304-2R, poliestireno y
politetrafluoroetileno (PTFE). Los agregados de granulos de almidén adheridos
presentaban distintas morfologias dependiendo del tipo de sustrato, no sblo en
cuanto a tamano sino también en cuanto a estructura tridimensional, mostrando
una mayor adherencia la superficie mas hidrofila (vidrio) y una mayor facilidad para
el desprendimiento de los agregados en los materiales plasticos, altamente
hidrofébicos. Las superficies plasticas, a pesar de su facilidad de limpieza, presentan
problemas debido a su baja resistencia a la corrosion, sufriendo fen6menos como el
agrietamiento por tension ante exposiciones prolongadas a materiales alimentarios

corrosivos o agentes de limpieza (Schmidt, 1997).
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Centrando el estudio en las superficies de acero inoxidable, Leclercq-Perlat y
Lalande(1994) estudiaron distintos acabados industriales del acero inoxidable 304L,
encontrando que las superficies que se limpian peor son las que tienen mas defectos
de superficie. Esto puede deberse al aumento de la superficie de adhesion y a una
mayor proteccién de ciertas zonas de la superficie frente a las fuerzas de arrastre de
la solucién de lavado. Para un mismo acabado de dicho acero inoxidable 304 L,
Leclercq-Perlat et al.(1994)estudian el efectoque tiene la modificacién quimica de la
superficie provocada por diferentes métodos de limpieza (tensioactivos comerciales,
limpieza acida, alcalina y mixta acida/alcalina) sobre su lavado.No detecté que la
topografia del material tuviera una influencia notable incluso tras una utilizacion
prolongada. Asimismo, la facilidad de limpieza no se alter6 en superficies sometidas
a diez ciclos de lavado en comparacion con superficies sometidas s6lo una vez a la

limpieza industrial.

Karlsson et al. (1998)utilizaron proteina de lactosuero como suciedad y
compararon mediante elipsometria el comportamiento de tres tipos de acero
inoxidable (304, 316 y SS2378) frente al ensuciado y facilidad de limpieza, no
encontrando diferencias significativas entre ellos. Centrando el estudio en el tipo
304, compararon la superficie sin pretratamiento quimico y la superficie pasivada
por inmersion en acido nitrico, obteniendo que la facilidad de limpieza de la
superficie no pasivada era considerablemente superior a la de la superficie pasivada.
Sin embargo, no observaron diferencias entre ellas en cuanto a la tendencia al
ensuciado y formacion de depdsitos.Mas recientemente, Bobe et al. (2007) han
estudiado la influencia que tiene sobre la limpieza de levaduras y esferas de
poliestireno la rugosidad y la energia superficial que confieren diferentes
tratamientos de acabado a una superficie de acero inoxidable 316L. El estudio se
centra en un rango de rugosidades superficiales de 0.15 a 2 um, no encontrando
diferencias en la eficacia de lavado, a diferencia de los resultados obtenidos en
Leclercq-Perlat y Lalande(1994). Con respecto a los distintos recubrimientos
(diversos tipos de silice y carbono amorfo), la fuerza media requerida para separar
las particulas disminuia conforme lo hacia la energia superficial. Otros estudios
sobre la eficacia de limpieza en superficies de acero inoxidable se pueden encontrar

en Detry et al. (2010).
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1.3.2.3 Tiempo de lavado

En contraposiciéon a los parametros hasta ahora contemplados, el tiempo de
lavado no es propiamente una magnitud independiente ya que dependera de los
demas factores que habitualmente determinan el éxito del proceso de limpieza. Pero
el hecho de que el tiempo de actuacion pueda fijarse a voluntad dentro de ciertos
limites justifica considerarlo como parametro propio, maxime si se tiene en cuenta
que el éxito de muchas medidas higiénicas depende en gran medida de que el
tratamiento de limpieza sea suficientemente prolongado debido a quela limpieza y la
destruccion de gérmenes exigen largos periodos de tiempo (Wildbrett, 2000). Entre
los procesos que requieren un tiempo menor se encuentran ladifusion de la solucion
en los depositos coloidales de la suciedad y su posterior hinchamiento, la difusion de
la solucion a través de la pared celular hasta el interior de las células de los
microorganismos, el humedecimiento de superficies grasas, la difusién de porciones
de suciedad disueltas o transformadas quimicamente y el desdoblamiento de las

sustancias previo a la disolucién de la suciedad, como es el caso de las enzimas.

Mantener el lavado un tiempo superior al requerido para alcanzar el maximo de
eficacia del proceso detersivo no supone ventaja alguna, pues la redeposicion
aumenta con el transcurso del tiempo. Por otra parte, con el tiempo aumenta el
grado de hidrolisis de algunos tensioactivos anidnicos lo cual afecta
desfavorablemente a su eficacia. Ademas, un contacto prolongado entre la superficie
del sustrato y algunos de los componentes del bano también puede perjudicar la

eficacia detersiva(Gomez Herrera, 1996).

En la practica, un procedimiento completo de validacién y ensayo permite
determinar los tiempos de enjuagado y contacto con la solucion de lavado mas
adecuados para limpiar cada parte de los equipos de proceso. Sin embargo, la forma
mas rapida de asegurar una correcta limpieza tras los ciclos de lavado es la
inspeccion visual en algunas partes criticas de los equipamientos de proceso tales
como placas de calentamiento, codos de los tubos o conexiones a depositos

(Bénézech y Lalande, 2002; Moerman et al., 2014).
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1.3.2.4 Acciéon mecanica y fuerzas hidrodinamicas

Generalmente, el proceso detersivo exige agitacion mecéanica para alejar de la
superficie del sustrato las porciones de suciedad solubilizadas, emulsionadas y
suspendidas. Para lograr una limpieza eficaz mediante liquido en movimiento hay
que procurar en todos los casos una corriente turbulenta (Wildbrett, 2000;
Moerman et al., 2014). A medida que aumenta la velocidad del liquidose acorta el
trayecto que deben superar mediante difusion las particulas de suciedad
quimicamente tratadas hasta el interior de la corriente. Ademas la difusion se ve
acelerada porque la creciente velocidad de la corriente aumenta también la
diferencia de concentracion existente entre las capas de liquido adherida y en
movimiento. Parametros usados habitualmente para caracterizar el flujo como la
velocidad de la corriente o el nimero de Reynolds s6lo describen de forma limitada
los procesos de limpieza desde el punto de vista mecanico, puesto que éstos
transcurren primariamente en la superficie de separacion sélido-liquido. Por ello se
utiliza el esfuerzo cortante en la pared como el parametro mas adecuado para
cuantificar esta influencia en los modelos cinéticos de limpieza (Bénézech y Lalande,

2002).

Desde hace afios, se considera adecuada una velocidad de solucion limpiadora
de 1.5 m/s como valor de referencia en el disefio de sistemas CIP.Normalmente la
velocidad es un criterio simple mas utilizado que el caudal. En principio, velocidades
mayores a 1.5 m/s no proporcionan mejores resultados de limpieza en sectores
como la industria lactea(Timperley y Smeulders, 1988). Incluso si la velocidad es
demasiado alta el flujo puede causar dano en los equipos, particularmente en las
juntas. A la hora de seleccionar la capacidad de la bomba del suministro CIP es
importante considerar que el flujo debe superar la caida de presion en el sistema de
tuberias, resultante de la friccibn en las propias conducciones, en codos,

bifurcaciones y otros equipamientos o instrumentos instalados.

Diversos estudios se han realizado en torno a la influencia de las fuerzas
hidrodinamicas en la retirada de particulas o suciedades solidas de diferentes
sustratos. En el caso de la retirada de particulas en condiciones de flujo turbulento,
Cleaver y Yates(1973) mostraron que existe un esfuerzo cortante minimo sobre la
superficie del sustrato para la eliminacion de las particulas y que dicha magnitud

depende del tamano de particula. Sharma et al. (1992) estudiaron la influencia de la
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velocidad de flujo, tamafio y elasticidad de las particulas, fortaleza ionica, pH y
gravedad en la eliminacion de particulas coloidales, utilizando el concepto de fuerza
hidrodinamica critica por debajo de la cual no se produce el desprendimiento de las
particulas del sustrato. Batra etal.(2001)también describen la naturaleza de la
fuerza hidrodinamica critica, indicando que depende de la rugosidad de la
superficie, del tamafio de las particulas y de otros parametros del sistema. Estos
investigadores consideran que, una vez adsorbido el tensioactivo sobre las distintas
superficies, el principal mecanismo de eliminacion de la suciedad es la accion de las

fuerzas hidrodinamicas.

En un estudio sobre la limpieza CIP de depositos de proteina de lactosuero
Gillham et al. (1999) concreta la influencia de las condiciones hidrodinamicas en el
mecanismo de lavado, concluyendo que la limpieza tiene lugar en tres etapas:
hinchamiento de la suciedad, erosién uniforme y una fase de declive en la que tiene
lugar la limpieza de la pelicula adherida directamente al sustrato. Trabajando en un
rango de numero de Reynolds (Re) entre 500 y 5000, obtienen que la etapa de
erosion uniforme de la suciedad esta controlada principalmente por la temperatura
y las condiciones en la interfase depésito/solucion de lavado, mientras que la fase de
declive depende fuertemente de las condiciones de flujo y por tanto, del esfuerzo
cortante aplicado. Sin embargo, el efecto de las fuerzas hidrodinamicas no es igual
para todas las suciedades:recientemente se ha encontrado quecuando la suciedad es
proteina de lactosuero, el incremento en el flujo de circulacion conduce a un
aumento en la velocidad de lavado muy superior al obtenido para la limpieza de

almidon de patata en las mismascondiciones de ensayo(Otto et al., 2014).

La condicion de flujo estacionario se puede modificar aplicando un movimiento
fluido oscilante (limpieza por flujos pulsados). Sus beneficios han sido estudiados
por Augustin et al., (2010), Foste et al.,(2013) y Scholer et al., (2009) utilizando
almidéon como suciedad modelo en los procesos de limpieza CIP, tanto en

conducciones lisas como en secciones de dificil acceso.
1.3.2.5 Temperatura
El aumento de temperatura suele favorecer los procesos de lavado, pero la

importancia de este efecto depende de los agentes de limpieza y del tipo de suciedad.

El fenémeno de adhesién sobre superficies es exotérmico (Jennings, 1965), por lo
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que para arrancar los depoésitos de suciedad serd necesario aportar energia. El
movimiento molecular browniano, el coeficiente de difusion, la viscosidad de las
grasas y otras suciedades liquidas o gelificadas, asi como la solubilidad de las sales
sufren un cambio con la temperatura, de forma que la retirada de los depositos se
acelera y facilita (Schwuger, 1982). La temperatura también acelera la velocidad de
las reacciones quimicas y enzimaticas en el bafio de lavado. Recientemente Goodeet
al. (2013)han recopilado la literatura mas reciente sobre procesos de limpieza
basados en agua y utilizados en la industria alimentaria, concluyendo que para los
depositos sblidos la temperatura es el principal factor que contribuye a la limpieza,
siendo elque determina el tiempo de lavado tanto a altas como a bajas velocidades

de flujo asi como con altas y bajas concentraciones de detergentes.

En la practica la gama de temperaturas posibles estara limitada. Cuanto mayor
es latemperatura mas rapidas son las reacciones pero se pueden producir reacciones
quimicas indeseables entre los detergentes y los materiales de los equipos que se
limpian. Una temperatura excesivamente elevada también puede causar la
desnaturalizacion de suciedades del tipo proteicas, la desestabilizacién de enzimas o
la disminucion de la solubilidad de componentes de la soluciéon de limpieza. Las
bajas temperaturas, que preservan los equipos, hacen la operaciéon de limpieza
demasiado larga y por lo tanto no viable econdmicamente. El control de la
temperatura es preciso para optimizar las etapas del proceso de lavado en las que
tiene un papel principal, lo que tiene lugar sobre todo tras la etapa inicial de

hinchamiento del depésitosoélido (Gillham et al., 1999).

El efecto de la temperatura en el equilibrio de adsorcién y en la difusion de los
tensioactivos es particularmente importante. En sistemas que contienen
tensioactivos ani6nicos se produce un incremento en la eficacia de lavado con el
aumento de la temperatura (Schwuger, 1982). Sin embargo, cuando se utilizan
tensioactivos no i6nicos hay que tener en cuenta el punto de enturbiamiento, por
encima del cual decrece su afinidad por el agua y se produce una separacion en dos
fases, lo que perjudica la retirada de suciedad y su dispersion en el baiio de lavado

(von Rybinski, 2007).
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1.4 Formulaciones detergentes

1.4.1 Composicion

El RD 770/1999 por el que se aprueba la Reglamentacion técnico-sanitaria para
la elaboracion, circulacion y comercio de detergentes y limpiadores define un
detergente como “todo producto cuya composicidon ha sido especialmente estudiada
para colaborar al desarrollo de los fenomenos de detergencia y que se basa en
componentes esenciales (agentes tensioactivos) y, generalmente, componentes
complementarios (coadyuvantes, reforzantes, cargas, aditivos y otros componentes
accesorios)”. El resultado final es un producto que ademas de producir una limpieza
eficiente, ejerce un efecto de proteccion sobre las superficies a las cuales se aplica y
proporciona al objeto lavado una serie de caracteristicas deseadas. En Espana,
ademas del mencionado RD 770/1999, la normativa aplicable a los ingredientes de
formulaciones detergentes es la definida en el Reglamento (CE) n°® 648/2004 del
Parlamento Europeo y del consejo de 31 de Marzo de 2004 sobre detergentes, que
establece normas destinadas a lograr la libre circulacion de detergentes y
tensioactivos para detergentes en la UE, garantizando al mismo tiempo una elevada

proteccion del medio ambiente y de la salud humana.

Con el objetivo de favorecer el uso deproductos con menor impacto ambiental,
se estableci6 el Reglamento (CE) n® 1980/2000 que determina los requisitos
necesarios para obtener la Etiqueta Ecologica. Dentro de los productos detergentes
existen criterios ecolégicos definidos para la concesion de la Etiqueta Ecologica a
productospara lavavajillas, para lavado de ropa, para lavado de vajilla a mano, para

productos de limpieza y para jabones y champs.

Los componentes que suelen formar parte de formulaciones detergentes son

(Vincent, 2002):

Acidos: Los acidos minerales (fosférico, nitrico, y en menor medida
clorhidrico, sulfarico y sulfamico) sirven esencialmente para disolver los depositos

minerales procedentes de los alimentos, del agua o de reacciones quimicas agua-
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alimentos. En algunos procesos de la industria alimentaria se originan residuos
especificos como incrustaciones de cerveza con costras de proteinas, resinas de
Iapulo u oxalato célcico o incrustaciones lacteas que se forman sobre todo a partir
del fosfato tricalcico (Kiermeier et al., 2000). En procesos que utilizan aguas duras
se forman en los equipos incrustaciones que tienen su origen en los cationes
divalentes del agua. Todos estos depdsitos requieren medios limpiadores 4cidos. Su
eficacia frente a incrustaciones minerales obedece a que transforman las sales
originariamente insolubles en una forma hidrosoluble, como por ejemplo, en la

reaccion:

Ca,y(PO,), + 4HNO; — Ca(H,P0,), + 2Ca(NO,),

Bases: El hidroxido sodicoes el principal componente de los detergentes
alcalinos fuertes. Destruye numerosas suciedades grasas y proteicas por
hidrolizacion y peptizacion,respectivamente, y facilita su solubilizacion, siendo un
componente principal en muchos sistemas de limpieza CIP (Schmidt, 1997).El
hidroxido potésico tiene igual poder detergente, si bien se utiliza menos por su
precio mas elevado. No obstante, en algunos casos es preferible su uso ya que es mas
soluble en agua. Los detergentes moderadamente alcalinos contienen sales sodicas,
potasicas o amonicas de fosfatos, silicatos o carbonatos. El fosfato trisédico (TSP) es
uno de los ingredientes mas antiguos y efectivos. Los silicatos se utilizan

frecuentemente como inhibidores de corrosion.

Coadyuvantes de formulacién o builders: Los builders tienen un papel central
en el proceso de lavado. No s6lo actian secuestrando, intercambiando o
precipitando los iones calcio y magnesio responsables de la dureza del agua, sino
que refuerzan o mantienen la eficacia detersiva de los tensioactivos proporcionando
un pH alcalino, dispersando la suciedad e impidiendo su redeposicion (Schweiker,
1981). En la Tabla 1.1 se muestran las sales minerales tradicionalmente mas

utilizadas como builders y sus funciones.
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Tabla 1.1. Builders y sus funciones (Vincent, 2002)

Propiedades antical

Disper- Emul- .
Por . Anti . Ly
Por sante sionante Anti- Correccion
Por inter- del d redepo- ”
_ preci- e la ela . corrosion de pH
secuestro  cambio pitacion suciedad suciedad

iones
Fosfatos:
Tripolifosfatos X X X X X
Pirofosfatos X X X
Ortofosfatos X X
Zeolitas X
Citratos X X X X
Silicatos X X X X
Carbonatos X X

Durante mucho tiempo los mas utilizados fueron los ortofosfatos pero han sido
rapidamente sustituidos por los polifosfatos debido a sus excelentes propiedades
detergentes y complejantes. El mas utilizado es el tripolifosfato de sodio (NazP5010)
ya que permite disminuir la cantidad de agente de superficie a utilizar, mejora las
propiedades de mojado del bafio, la emulsificacion y la dispersion de la suciedad.
También evita la redeposicion y controla la alcalinidad por su efecto tampén. El
punto débil de los tripolifosfatos estriba en que en caliente sufren una hidroélisis que

los transforma rapidamente en ortofosfatos.

Los aluminosilicatos (zeolitas) son intercambiadores de iones insolubles en el
agua capaces de fijar iones polivalentes. A 20 °C su capacidad de fijar los iones
calcio es equivalente a la del tripolifosfato y es superior cuando se eleva la
temperatura. Su utilidad en las formulaciones detergentes estriba en su capacidad
de fijar también iones de metales pesados (Pb, Cu, Ag, Cd, Zn y Hg), lo cual es
importante también desde el punto de vista medioambiental (Smulders y Sung,

2011).

Los citratos se utilizan como agentes complejantes de los iones calcio y
magnesio, sobre todo como sustitutos del tripolifosfato en los detergentes liquidos,

debido a su estabilidad a la hidrdlisis en caliente. Por tltimo, los carbonatos y los
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silicatos (de sodio y potasio) se utilizan en formulaciones para limpieza de
superficies delicadas (aluminio y aleaciones ligeras), pues las protegen del ataque

alcalino.

Ademas de las sales minerales, merecen destacarse otros coadyuvantes de

origen organico:

- El acido etilen diamino tetracético (EDTA) y sus sales alcalinas:

(Na 00C — CH,), — N — CH, — CH, — N — (CH, — COONa),

Estos compuestos tienen poder secuestrante y fijan los iones alcalino-térreos y
los metales, evitando asi su precipitacion o deposicion sobre las superficies.
Para un metal dado, este agente secuestrante tendra un intervalo de pH 6ptimo

que se corresponde con un poder secuestrante maximo.

- Los acidos poliacrilicos o poliacrilatos de sodio de férmula:

—CH, — CH — —CH, — CH —
I 0 I
COOH COONa

n n

De peso molecular 1500 a 4500, evitan la formacion de depositos de cal debidos
a la dureza del agua o por la presencia de suciedad calcica. Son eficaces en
cantidades sub-estequiométricas (a diferencia del EDTA) y no acttian por efecto
de secuestro sino por efecto de dispersion de las sales de calcio y de magnesio,

también denominado effect treshold(Amjad y Hooley, 1994).

Agentes oxidantes:Se utilizan como reforzadores de detergencia por su
accion oxidante no selectiva que ayuda a la destruccién de la suciedad dificil de
eliminar, por ejemplo, aquella que no es modificada por efecto térmico. Los mas
utilizados son el hipoclorito de sodio, los compuestos organicos o minerales
generadores de cloro, el perborato de sodio, los percarbonatos alcalinos y el agua
oxigenada. El hipoclorito de sodio (NaOCl) es ampliamente utilizado debido a su
compatibilidad quimica con la sosa, la potasa, el tripolifosfato, algunos dispersantes

anionicos y tensioactivos como los 6xidos de aminas. Los perboratos son bien
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conocidos en los detergentes domésticos en polvo, siendo compatibles con la mayor

parte de los compuestos tradicionales.

Disolventes:Los mas utilizados son los glicoles o ésteres de glicol que, ademas
de algunas propiedades desinfectantes, presentan propiedades de solubilizacién
interesantes para el formulador cuando se trata de acoplar productos de tendencia
lipofila en un medio hidrofilo. También se utilizan alcoholes de bajo peso molecular

(etanol, 2-propanol, glicerol) (Smulders y Sung, 2011).

Por su especial importancia, las caracteristicas que poseen los tensioactivos y
enzimas como componentes de formulaciones detergentes se describen en capitulos

aparte.

1.4.2 Uso de los tensioactivos en detergentes

El Reglamento (CE) n® 648/2004define tensioactivo como “toda sustancia
organica o preparado utilizado en los detergentes que tiene propiedades
tensioactivas y que consta de uno o varios grupos hidrofilos y de uno o varios grupos
hidréfobos cuyas caracteristicas y tamafno permiten la disminucién de la tension
superficial del agua, la formaciéon de monocapas de esparcimiento o de adsorcién en
la interfase agua/aire, la formacion de emulsiones y/o microemulsiones o micelas y
la adsorcidn en la interfase agua/sélido”. Estas propiedades se deben a su naturaleza
anfifilica: constan de dos partes estructurales o grupos bien diferenciados, un grupo
hidrofilico (grupo cabeza) y una cadena hidrocarbonada (cola hidrofébica). Para que
un compuesto anfifilico tenga caracter tensioactivo debe tener un equilibrio entre
caracter hidroéfilo y lipofilo. Por ello la longitud de cadena hidrocarbonada de los
tensioactivos habituales oscila aproximadamente entre Cs y Cis (Kiermeier et al.,

2000).

La proporcion de los grupos hidroéfilos en la totalidad de la masa molar sirve
frecuentemente para expresar las propiedades anfifilicas de un tensioactivo
mediante el indice HLB (Hydrophilic Lipophilic Balance, o Balance Hidrofilo-
Lipofilo). De aqui resulta una escala de valores entre 0 y 20. Los tensioactivos con
valores de HLB menores que 10 son preferentemente liposolublesy aquellos con

valores mayores que 10 son generalmente hidrosolubles.
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Mientras que el grupo hidroéfilo desarrolla una fuerte accion mutua con las
moléculas de agua que le rodean, esta accion es mucho menos marcada en la cadena
hidréfoba. Debido a esto, esta Gltima se separa mientras que el grupo hidréfilo
permanece disuelto en el agua. Como resultado de esta conducta opuesta de ambas
zonas de la molécula de tensioactivo, los grupos se orientan preferentemente en las

superficies de separacion agua/aire (Figura 1.8).

///H\\//,\\x/,nx\v/,ﬁx\J/,M\H///H\x//»\\v/i::) cabeza polar
| |

cadena apolar
NI

S AN
SO

Alre

Agua

Figura 1.8. Estructura de un tensioactivo y orientacion en la interfase agua/aire

Con ayuda de tensioactivos ordinarios puede reducirse la tension superficial del
agua desde 72 mN/m (valor a temperatura ambiente) a 30 mN/m. Esto permite que
las soluciones limpiadoras puedan penetrar en rendijas estrechas y eliminar de alli

posibles residuos de alimentos.

La tension superficial de una soluciéon acuosa de tensioactivo va disminuyendo a
medida que aumenta la concentraciéon hasta alcanzar un valor minimo. La
concentracion de tensioactivo que presenta la minima tensidon superficial se
denomina concentracion micelar critica (CMC) y equivale a aquélla en la que se
forman las micelas (agregados en los que las moléculas de tensioactivo se orientan
con la cadena lipofila dirigida hacia el interior y las cabezas apolares hacia el
exterior (Figura 1.9).Cada tensioactivo tiene una CMC caracteristica para cada
temperatura y concentracion de electrolitos en disolucion. En general, para un
determinado tipo de tensioactivo la CMC desciende con el aumento de longitud del

grupo hidrofébico (cadena alquilica) (Tadros, 2005).
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Figura 1.9. Evolucion de la tensién superficial con la concentracion de tensioactivo
y formacion de micelas

La clasificacion mas general y utilizada para los tensioactivos atiende al caracter
ionico del grupo hidroéfilo que contienen, distinguiéndose entre tensioactivos
anidnicos, catidnicos, no io6nicos y anfotéricos. A continuacion se describen sus
principales caracteristicas, en orden de importancia segiin volumen de produccion y
consumo a nivel mundial (Kosswig, 2011). En cada capitulo se prestara especial

atencion a los tensioactivos utilizados en el desarrollo de este trabajo.

1.4.2.1 Aniénicos

Son los tensioactivos mas utilizados en aplicaciones industrialesdebido a sus
costes de fabricacion relativamente bajos. Poseen grupos funcionales que se ionizan
en disolucion acuosa originando iones organicos con carga negativa,siendo los
responsables de la actividad superficial. Ladetergencia 6ptima se alcanza cuando la
cadena hidrofoba es un grupo alquilo lineal con una extension de 12-16 atomos de
carbono, con preferencia de las cadenas lineales sobre las ramificadas por su mayor
efectividad y biodegradabilidad(Tadros, 2005). Los grupos hidrofilicos mas

comunes son carboxilatos, sulfatos, sulfonatos y fosfatos.

Estos tensioactivos pueden mostrar una fuerte sensibilidad a la dureza del agua.

Para evitar la precipitaciéon en aguas duras se suelen modificar introduciendo
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cadenas hidroéfilas de 6xido de etileno, lo que incrementa su solubilidad en agua y su

estabilidad quimica.

Los tensioactivos anionicos comerciales méas utilizados son los lineal
alquilbenceno sulfonatos (LAS), alquiletoxisulfatos (AES) y alquilsulfatos (AS)
(Ying, 2006). Los tradicionales jabones (sales de acidos grasos) siguen siendo los
tensioactivos més utilizados en paises en vias de desarrollo (Smulders y Sung, 2011).
En esta Tesis Doctoral se han utilizado los tensioactivos anionicos LAS y

ECA(derivados de acidos alquil éter carboxilicos).

Los lineal alquilbenceno sulfonatos (LLAS)son los tensioactivos anidnicos
méas utilizados a nivel mundial. Son producto de la sulfonacion y posterior
neutralizacion del alquilbenceno lineal, siendo la sal sédica la utilizada con mas

frecuencia. El enlace directo C-S otorga a los sulfonatos gran estabilidad frente a la

Figura 1.10. Férmula estructural del LAS

hidrolisis.

Los octil a decilbenceno sulfonatos tienen una buena mojabilidad pero no son
adecuados como emulsificantes o agentes de limpieza debido a la escasa longitud de
su grupo hidrofébico. Los LAS maés utilizados son aquellos que poseen una cadena
hidrofoébica media de 12 atomos de carbono, conteniendo homologos con 10-14
atomos de carbono (dodecilbenceno sulfonato) (Kosswig, 2011). Estos tensioactivos
son constituyentes habituales de detergentes domésticos e industriales, tanto
liquidos como en polvo. Otro factor a su favor es su facil degradabilidad en
condiciones aerobias y bajo riesgo sobre los ecosistemas acuaticos (Sanderson et al.,

2006; Jurado et al., 2013).

La creciente preocupacion sobre la biodegradabilidad y toxicidad de los
tensioactivos comerciales ha promovido el desarrollo de nuevos productos con
mejor comportamiento ambiental (Yu et al., 2008). Entre ellos se encuentran los

derivados de acidos alquil éter carboxilicos (ECA). Su formula general es
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R-O(CH»-CH.0)» — CH, — COO- X

dondeR es la cadena alquilica y X = H* o Na*. Los ECA con longitud de cadena
hidrofoba de 4 a 8 atomos de carbono son tensioactivos de bajo nivel espumante y
con propiedades dispersantes. En cambio, los ECA con longitud de cadena alquilica
entre 12 y 14 atomos de carbono se caracterizan por sus buenas propiedades
espumantes a diferentes pH. Ambas categorias se pueden usar en formulaciones
detergentes con una elevada concentraciéon de electrolitos y coadyuvantes. También
destacan por reducir el nivel de irritacion en la piel, por lo que son empleados como
co-tensioactivos en formulaciones detergentes que van a estar en contacto con la

piel. Su comportamiento ambiental ha sido estudiado porJurado et al. (2012b).

1.4.2.2 No ionicos

Los tensioactivos no i6nicos son compuestos que no dan lugar a iones en
disolucion acuosa. Su caracter hidroéfilo proviene de la hidrataciéon de los grupos
polares presentes en la molécula, siendo su solubilidad funcién de la relacion
existente entre el nimero de grupos hidrofilos e hidr6fobos. Los mas corrientes
estan constituidos por un grupo hidrofilo, formado por un condensado de varias
moléculas de 6xido de etileno sobre un radical hidréfobo que es a menudo un
alcohol graso, un alquilfenol, un acido graso o una amina. Los méas importantes
desde un punto de vista comercial son los alquilfenol etoxilados (APE) y los
alcoholes etoxilados (AE) (Ying, 2006). Por otra parte, el aumento del interés por el
uso de recursos renovables para la fabricacion de tensioactivos ha dado lugar al
desarrollo de productos basados en carbohidratos y aceites vegetales. Entre estos
productos cabe destacar los alquilpoliglucésidos (APG) y los éster de glicerina
polietoxilados (PGE).

Los tensioactivos no iénicos tienen numerosas aplicaciones destacando por ser
buenos agentes humectantes y emulsionantes y con un poder espumante reducido,
siendo compatibles con todos los tipos de tensioactivos.Ademas, sus propiedades
pueden ser ajustadas cambiando la longitud de la fraccion etoxilada (St. Laurent et
al., 2007), siendo menos sensibles que los tensioactivos anionicos a la dureza del
agua. Sin embargo, contrariamente a ellos, la solubilidad de los tensioactivos no
ionicos disminuye cuando aumenta la temperatura. Mientras que en frio forman

soluciones limpias, éstas se enturbian a partir de cierta temperatura denominada
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“punto de enturbiamiento” (cloud point). Esto se debe a la ruptura por
calentamiento de los enlaces de hidrogeno formados entre el agua y los atomos de
oxigeno de las moléculas de 6xido de etileno. Esto da lugar a la turbidez y la
separacion de una fase de tensioactivo que se vuelve inmiscible en agua (Kosswig,
2011). El punto de enturbiamiento es importante ya que en las cercanias de dicho
punto se consiguen las propiedades detergentes Optimas y las condiciones
espumantes minimas (Vincent, 2002; Smulders y Sung, 2011). Este punto

generalmente disminuye al aumentar la concentracion de tensioactivo.

En este trabajo se han utilizado varios tipos de tensioactivos no ionicos:

alcoholes etoxilados, alquilpoliglucésidos y ésteres de glicerina polietoxilados.

Los alcoholes etoxilados (AE) son los tensioactivos no i6nicos maés
utilizados, y los segundos mas consumidos después del LAS (Tabla 1.2). En 2012, el
60% de los AE producidos en la UEse obtuvieron de materias primas renovables
(CESIO, 2012). Estan presentes en mayor o menor medida en practicamente todas
las formulaciones detergentes actuales, tanto domésticas como industriales. Esto se
debe a sus excelentes propiedades de lavado, buen precio, proceso de fabricacion
sencillo, capacidad de estabilizacion de enzimas y su buena capacidad para

solubilizar las suciedades oleosas.

Tabla 1.2. Consumo mundial de los grupos de tensioactivos de mayor
importancia (kt) (Alvarez, 2004)

Tensioactivo 1988 1992 1995 2000 2005
Sulfonato de alquilbenceno lineal — LAS 2.113 2.468 2.791 3.304 3.883
Sulfonato de alquilbenceno ramificado 524 430 261 175 142
Derivados de alcoholes 1.448 1.764 2.092 2.580 3.100
Alcoholes Etoxilados — AE 692 746 836 1029 1.256
Sulfatos de alcoholes etoxilados - AES 485 542 666 794 952
Sulfatos de alcoholes grasos — PAS 271 475 589 756 891
Alquilfenoles etoxilados — APE 590 642 660 714 773
Sulfonatos de alfa olefinas y parafinas - AOS 140 140 130 150 160

Se obtienen a partir de alcoholes derivados del aceite de coco, de sebo o bien son
sintetizados a partir de una cadena lineal a la que se ahade un nimero determinado

de moles de 6xido de etileno (etoxilacion). Su formula es:
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R—0H+n(CH<8§H2)—>R—0—(CH2—CH2—0)n—H

Las propiedades de estos tensioactivos varian segin el numero de unidades
etoxi y el nimero de atomos de carbono de la cadena hidréfoba. Los productos
comerciales poseen en general cadenas alquilicas C,.-Ci5.El nimero de unidades de
oxido de etileno promedio es del orden de 6 a 10 para detergentes, y de mas de 10
para dispersantes de jabones de calcio o detergentes muy hidrofilicos y humectantes
(Fernandez et al., 2004).Los alcoholes etoxilados de bajo peso molecular (Cio a Ci4)
poseen menos poder espumante que los alcoholes de Ci6 a C.o, y por ello se usan en

detergentes para el lavado de ropa o vajilla.

Los alcoholes etoxiladosconstituyen una alternativa més respetuosa con el
medio ambiente que los alquilfenol etoxilados (APE) (Scott y Jones, 2000).
Presentan una alta biodegradabilidad en condiciones aerdbicas, superior a la de
muchos tensioactivos comerciales, con independencia del tamafio de cadena
carbonada y del grado de etoxilacion (Jurado et al, 2013). Bajo condiciones
anaerobias, la biodegradacion de los AE presenta comportamientos diferenciados en
funciéon del nimero de moles de 6xido de etileno y del tamano de la cadena
carbonada (Mezzanotte et al., 2002). Una completa evaluacion de su riesgo

ambiental se puede encontrar en HERA (2009).

Es importante indicar la capacidad que tienen los AE para interaccionar con
otros tensioactivos en los detergentes comerciales. Aronson et al.(1983) encontraron
una interaccion negativa entre varios AE y el tensioactivo iénico LAS, de tal modo
que la presencia de LAS podia inhibir la eficacia de lavado de suciedades grasas por
parte de los tensioactivos no i6nicos. Ademas la presencia de un tensioactivo i6nico,
incluso en pequenas cantidades, puede elevar el punto de enturbiamiento de la
solucion de forma més o menos significativa dependiendo del tensioactivo no i6nico

que se utilice como base (Smulders y Sung, 2011).

En la actualidad, la preocupaciéon por el medio ambiente y la presion legislativa
ha impulsado la sustitucion parcial de los tensioactivos basados en derivados
petroquimicos por aquellos cuyas materias primas proceden de recursos renovables.
Es el caso de los alquilpoliglucosidos (APG), que se obtienen por glicosilacion a

partir de glucosa y alcoholes grasos generalmente procedentes del almidon de maiz
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y de aceites de coco y palma, respectivamente. Como resultado de los procesos
industriales de fabricacion se obtienen mezclas de mono, di, tri y oligoglucosidos en
funcién de los parametros de reaccion. Asi, para formulaciones detergentes suelen
emplearse aquellos APG con una cadena alquilica de C.-Ci4; y un grado de

polimerizacion cercano a 1.42 (von Rybinski y Hill, 1998).

CH,0H
HO 0
HO o CHZOHO
OH
HO
on |OR
(DP-1)

Figura 1.11. Formula estructural de los APG

Los APG se utilizan en una gran variedad de productos detergentestanto de uso
domeéstico como industrial. Ademas, su suavidad y compatibilidad con la piel los
hacen aptos para todo tipo de productos de cuidado personal. En estas
formulaciones los APG se suelen incluir como cosurfactantes en uniéon con un
tensioactivo primario de forma que complementan o mejoran cuantitativamente la
eficacia de lavado de éste. Su amplio uso como tensioactivo secundario se debe a sus
pronunciados efectos sinérgicos con tensioactivos anidnicos como los lineal
alquilbenceno sulfonatos (LLAS), sulfonatos de alcanos secundarios (SAS) y sulfatos
de alcoholes grasos(PAS) (von Rybinski y Hill, 1998; Mirajkar, Y.-R.K., 20009;
Kosswig, 2011). Estas interacciones sinérgicas permiten la formulaciéon de productos
aun mas eficaces a partir de la misma cantidad de materia activa o incluso

reduciendo su concentracion.

La longitud de la cadena alquilica influye en las propiedades fisicas de los APG.
Mientras que una menor longitud de cadena conlleva una mejora de la mojabilidad,
el poder emulsificante y la reducciéon en la tension superficial aumenta cuando lo
hace la longitud de la cadena carbonada (Ware et al., 2007). Otro punto a destacar
es que la adicion de APG a las formulaciones detergentes mejora la estabilidad de las
enzimas (proteasas, amilasas, lipasas y celulasas) durante el periodo de

almacenamiento del producto (Hill et al., 1997; Mirajkar, Y.-R.K., 2009).

En cuanto a las propiedades ecolbégicas de los APG, diversos estudios han
comprobado su alta biodegradabilidad asi como su baja toxicidad acuatica (Garcia et

al., 1997; Holmberg, 2001). La biodegradacion de estos tensioactivos ocurre
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mediante una escision central en la molécula, obteniéndose alcoholes y
polisacaridos. Por otra parte, su biodegradabilidad baja cuando las cadenas
hidréfobas son largas o poseen alto nimero de grupos hidréfilos (Qin et al., 2006).
Los homologos de APGs con cadenas alquilicas mas largas presentan mayores

valores de ecotoxicidad (Uppgard et al.,2000).

Por tltimo, los ésteres de mono y poliglicerol han demostrado ser tensioactivos
eficaces (Johansson y Svensson, 2001). Como consecuencia de sus propiedades
multifuncionales y su naturaleza inocua, son ampliamente utilizados en muchas
aplicaciones en la industria cosmética. Su funcion es notable como emulsificantes,
dispersantes, espesantes y solubilizantes(Plasman et al., 2005). Concretamente la
familia de tensioactivos utilizada en este trabajo, los ésteres de glicerina
polietoxilados (PGE), se obtienen a partir de la reaccion de glicerina, 6xido de
etileno y acidos grasos procedentes del aceite de coco. La combinacion de estos tres
componentes proporciona una amplia gama de productos con diferentes
aplicaciones en cuanto a apariencia, capacidad espumante, espesante y
emulsificante, asi como efectos acondicionadores o hidratantes. Dentro de esta
familia de tensioactivos, cuanto mayor es el grado de etoxilacién las propiedades
espumantes y espesantes empeoran, si bien aumenta su poder dispersante y su

solubilidad en grasas.

Los ésteres de glicerina polietoxilados(PGE) se caracterizan también por
presentar ventajas ecoldgicas y toxicologicas cuando se comparan con otros
tensioactivos no ionicos.Sonidéneos para formulaciones detergentes “ecofriendly”,
que presentan la mejor clasificacion de acuerdo con la Directiva Europea
1999/45/EC de clasificacidon, envasado y etiquetado de preparados peligrosos.
Ademas de las ventajas mencionadas, en la actualidad existe un creciente interés en
estos tensioactivos debido a la necesidad de aprovechamiento del exceso de glicerina

procedente de la industria de fabricacion de biodiesel (Martinez et al., 2011).

1.4.2.3 Cationicos

En estos compuestos la parte de la molécula responsable de los fendémenos de
superficie esta cargada positivamente. Estan constituidos por uno o varios grupos
hidrofobos (cadenas alquilicas) unidos a un &tomo de nitré6geno cuaternario

hidréfilo que confiere un caracter positivo. Su férmula general sera por tanto
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R!R2R3R4N+*X-, donde X- es un i6n del tipo halégeno y Rrepresenta los grupos
alquilo (sales de amonio cuaternarias). La alquilacién también se puede dar sobre
atomos de nitrégeno de heterociclos como por ejemplo la piridina (Vincent, 2002).
También puede contener alguna cadena de 6xidos de etileno dando lugar a las sales

de amonio polietoxiladas.

Debido a su carga positiva estos tensioactivos se adhieren o adsorben facilmente
en la mayoria de las superficies solidas, generalmente cargadas negativamente.
Debido a su incompatibilidad con los productos aniénicos son poco utilizados en los
productos de limpieza. Sin embargo si son parte habitual de suavizantes textiles y
acondicionadores capilares. Son buenos bactericidas si se incorporan como
principios activos en formulaciones desinfectantes (Tatsumi et al., 2001; Kosswig,
2011). En general, las sales de amonio cuaternarias son consideradas biol6gicamente
degradables bajo condiciones aerobias (Ying, 2006).Aunque pocos son los estudios
que se han llevado a cabo sobre la biodegradabilidad de tensioactivos cati6nicos en
condiciones anaerobias, se considera que las sales de alquil trimetil amonio, y en
general, los tensioactivos catidonicos no son anaerébicamente biodegradables (Sibila,

2008).Ademas son toxicos incluso a bajas concentraciones (Scott y Jones, 2000).

1.4.2.4 Anfotéricos

Los tensioactivos anfotéricos muestran un comportamiento ani6onico en medio
alcalino y cati6nico en medio acido. Existe un pH en el que la polaridad cationica
iguala a la polaridad aniénica, denominado punto isoeléctrico. Este punto marca el
cambio en las propiedades del tensioactivo, presentando un minimo en la
solubilidad en agua y un maximo de actividad superficial (Tadros, 2005). Los
tensoactivos més utilizados en esta familia son las n-alquil betainas (como la

cocamidopropil betaina, CAPB) y los acidos alquilaminocarboxilicos.

Por su naturaleza muestran una excelente compatibilidad con otros
tensioactivos, formando micelas mixtas con ellos. También presentan excelentes
propiedades dermatologicas por lo que son utilizados habitualmente como
tensioactivos secundarios en productos de caracter cosmético. En estos productos la

combinacion de tensioactivos primarios anionicos con tensioactivos anfotéricos
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reduce la irritacion en la piel y en membranas mucosas, espesa el producto y ayuda a

la produccién de una espuma mas agradable (Leidreiter et al., 1997).

1.4.3Uso de enzimas en formulaciones detergentes

El uso de enzimas en formulaciones detergentes representa la mayor aplicacion
de las enzimas a nivel industrial, tanto en términos de volumen como de valor
econémico (Pongsawasdi y Murakami, 2010). Tanto en detergentes para lavado
textil como para lavado de vajillas o para uso industrial e institucional (I&I) las
enzimas contribuyen a acortar los tiempos de lavado, reduciendo el consumo de
agua y energia y permitiendo el descenso de la temperatura de trabajo. Ademas,
generan efluentes mas respetuosos con el medio ambiente y permiten reducirlos
valores de pH en la solucion de lavado(Olsen y Falholt, 1998). Los tltimos avances
en ingenieria genética y de proteinas han contribuido a mejoras en la estabilidad,

economia, especificidad y eficacia en general de las enzimas industriales.

En la industria alimentaria las proteasas se han utilizado durante afios como
componentes minoritarios de las formulaciones detergentes empleadas en la
limpieza de plantas de 6smosis inversa. Actualmente también se usan para la
limpieza de procesos de micro- y ultrafiltracion empleados en la industria cervecera,
lactea y de zumos. También se incorporan enzimas en detergentes utilizados en
sistemas de limpieza cleaning-in-place (CIP) empleados en la industria lactea para
la limpieza de mddulos de ultrafiltracion y para equipos de intercambio de calor
(Olsen y Falholt, 1998). Mas recientemente se ha estudiado la eficacia de las
enzimas para la eliminacion de biopeliculas en la industria alimentaria, cuya
formacion puede ocasionar graves problemas de contaminacién. Las biopeliculas
son asociaciones de microorganismos unidas por una matriz polimérica extracelular
y adheridas como una capa a superficies duras como depoésitos o tuberias (Varzakas,
2015). Pueden ser resistentes a los tratamientos fisicos y quimicos habituales en los
procesos de limpieza y desinfeccion en la industria alimentaria (Chmielewski y
Frank, 2003). Lequette et al. (2010)han estudiado la accién de proteasas y amilasas
como parte de soluciones de limpieza en sistemas CIP, concluyendo que dichas
enzimas atacan a los principales componentes de la matriz de las biopeliculas,
favoreciendo su degradacion e incrementando la accion de las soluciones

detergentes habitualescompuestas principalmente por NaOH y tensioactivos.
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Casi todas las enzimas usadas en la actualidad son hidrolasas, es decir, enzimas
que degradan a sus sustratos por hidrdlisis utilizando el agua como co-sustrato. Las
tres principales hidrolasas utilizadas en detergentes son las proteasas, lipasas y
carbohidrasas. Desde hace mas de 40 afios, las proteasas se anaden a los detergentes
para eliminar manchas recalcitrantes de sustancias con alto contenido proteico,
como la sangre o el huevo. Son las mas utilizadas en detergentes representando un
60% del mercado global de enzimas para estas aplicaciones (Zhang et al., 2014). Las
carbohidrasas son el segundo grupo por importancia. Incluye a las amilasas,
celulasas y mananasas y se utilizan para hidrolizar diversos tipos de carbohidratos
presentes en la suciedad. Por tltimo, para la eliminaciéon de grasas y aceites se
utilizan las lipasas, si bien su importancia en la industria de los detergentes es

menor.

Dentro de las carbohidrasas, la celulasa hidroliza la celulosa presente en
manchas de hierba, pero se utiliza principalmente en detergentes para textiles por
mantener la calidad de los tejidos mediante reacciones selectivas. La carbohidrasa
de incorporaciéon mas reciente a las formulaciones detergentes es la mananasa que
degrada el galactomanano, un componente de la goma guar usado cada vez méas en
alimentacién y productos cosméticos y del hogar (Wolfgang, 2004). Pero sin duda la
carbohidrasa mas empleada en detergentes, y la enzima mas utilizada tras las
proteasas, es la a-amilasa, que degrada especificamente el almidon contenido en

multitud de productos alimenticios.
1.4.3.1 a-amilasas

La a-amilasa es una glucosil hidrolasa cuya accion sobre las cadenas de almidén

se puede representar como:
Enzima
R—-0—-R+H-0OH — R—-0OH+R' —0OH

donde R y R son cadenas que contienen de 1 a n moléculas de glucosa anhidra.
La reaccion de hidrolisis enzimatica del almidén es un proceso complejo. Como el
almidon se compone de dos polimeros (amilosa y amilopectina) cuenta con una
estructura complicada donde existen ramificaciones y diferentes tipos de enlaces, a-

1,4 y a-1,6, que son hidrolizados por diferentes enzimas. Los productos de reacciéon
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variaran en funcion del tipo de enzima utilizada y el tiempo de hidrdlisis y estara

formada por sacéridos de diferentes pesos moleculares.

Lasa-amilasas (a-1,4-D-glucano glucanohidrolasas, 3.2.1.1) hidrolizan el
almidon atacando los enlaces glicosidicosa-1,4 de forma aleatoria (se clasifican
como endoenzimas). Como resultado se obtienen oligosacaridos de diversa longitud
y dextrinas (Gupta et al., 2003). Habitualmente esta hidrolisis primaria es suficiente
para la eliminacion eficiente del almidon adherido a superficies duras (Herbots et
al., 2011). Tanaka y Hoshino (1999)encontraron que la eficacia de diferentes a-
amilasas para la eliminacion de suciedades amilaceas depende principalmente de la
hidrélisis de la amilopectina que conduce a la reducciéon del grado de polimerizacion
y a la licuefaccion del polimero. El almidon se degrada lentamente por las a-
amilasas en su estado nativo pero es altamente susceptible al ataque enzimatico tras
su hinchamiento y gelatinizaciéon en agua (Olsen y Falholt, 1998). Debido a que el
almidon contenido en la mayoria de alimentos ha sufrido en mayor o menor grado
gelatinizacion debida a los procesos de elaboracion, las a-amilasas facilitan el lavado
de suciedades amilaceas alimentarias (pasta, patata, sopas, chocolates, salsas o

alimentacion infantil).

Estas enzimas también previenen la adhesion del almidon hinchado sobre los
tejidos y superficies duras, evitando que éste actie como pegamento para la
adhesion de otras particulas sélidas, lo que origina depoésitos aiin mas dificiles de
eliminar que los compuestos unicamente de almidén. Ademas, las a-amilasas
ayudan a evitar el pardeamiento de los tejidos, pues éste resulta de la combinacion
de los depositos amilaceos con otras particulas de suciedad presentes (Pongsawasdi

y Murakami, 2010).

Las a-amilasas utilizadas en detergentes son de origen bacteriano y se producen
por fermentacion a partir de cultivos de Bacillus Subtilis,Bacillus Licheniformis y
BacillusAmyloliquefaciens. Sin embargo, las amilasas asi producidas se ven
afectadas por ciertos componentes de los detergentes, como lejias u oxidantes. Es
por ello que en la actualidad se utiliza la ingenieria genética y de proteinas para
obtener amilasas genéticamente modificadas mas estables, resistentes y capaces de
trabajar en condiciones mas favorables para la detergencia, como son temperaturas

bajas y ambientes alcalinos (Pongsawasdi y Murakami, 2010, Herbots et al., 2011).
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El grado de eficacia de las enzimas en formulaciones de limpieza depende por
tanto de maltiples factores: la composicion y formato del detergente (liquido o en
polvo), la temperatura y pH de la soluciéon de lavado, el tiempo de duracion del
proceso, la carga de suciedad y sus caracteristicas, etc. Los componentes de la
solucion detergente pueden causar efectos sinérgicos. Diversos autores han
reportado sinergias en la eficacia de lavado de suciedades alimentarias cuando se
utilizan mezclas de enzimas, especialmente proteasas y amilasas(Olsen y Falholt,

1998; Hmidet et al., 2009; Zhang et al., 2014).

Por otra parte, los tensioactivos sintéticos interaccionan con las enzimas en
soluciones acuosas, pudiendo ocasionar gran variedad de efectos en la actividad
enzimatica (Montserret et al., 2000; Hagihara et al., 2002; Lundqvistet al., 2002a;
Lundgqvist et al., 2002b; Lundqvist et al., 2002¢; Tanaka y Hoshino, 2002; Russell y
Britton, 2002). Es conocido que la formacion de micelas de tensioactivos anionicos y
catibnicos puede alterar la conformacion de las proteinas debido a fuertes
interacciones electrostaticas e hidrofobicas (Hagihara et al., 2002; Lundqvistet al.,
2002a). Se ha demostrado que la velocidad de hidrolisis de la amilosa por a-
amilasas de B. Amyloliquefaciens y B. Licheniformis varia en presencia del
tensioactivo anidnico SDS (dodecilsulfato s6dico). También se sabe que la velocidad
de reaccion aumenta a concentraciones inferiores a su CMC y disminuye por encima
de este valor (Tanaka y Hoshino, 2002;Hoshino y Tanaka, 2003). Por otra parte, el
tensioactivo catiénico DTAB (bromuro de dodeciltrimetilamonio) incrementa la
actividad de la a-amilasa a bajas concentraciones. Sin embargo, a concentraciones
elevadas la interaccion con el tensioactivo altera las estructura enzimética y se
pierde actividad (Yan et al., 2009).0tros resultados, sin embargo, indican que tanto
la actividad de laa-amilasa como la velocidad de hidroélisis aumenta con la
concentracion de los tensioactivos SDS y CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio)
incluso a valores muy por encima de su CMC (Antony et al., 2014). Los autores
indican que el ambiente polar generado por los tensioactivos i6nicos en la fase
micelar refuerza la formacion del complejo enzima-sustrato. Sin embargo este efecto
se observa a bajas temperaturas (30 °C). El aumento de temperatura desestabiliza la
interaccion enzima-tensioactivo y la actividad desciende a valores similares a los
obtenidos en ausencia de tensioactivos. En los ultimos afos varios autores han
obtenido a-amilasas a partir de diversas cepas bacterianas y han demostrado su

estabilidad frente a los principales componentes de las formulaciones detergentes
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comerciales, entre ellos los tensioactivos anionicos (Mitidieri et al., 2006; Hmidet et

al., 2009; Jaiswal y Prakash, 2011; Roy et al., 2012; Roy y Mukherjee, 2013).

Los tensioactivos no idnicos no alteran la conformacién de las proteinas puesto
que no provocan efectos electrostaticos (Hagihara et al., 2002; Russell y Britton,
2002). Su uso en formulaciones detergentes, por tanto, es perfectamente compatible
con la adicion de enzimas. En este sentido, von Rybinski y Hill(1998) sefialaron la
capacidad de los alquilpoliglucosidos (APGs) para aumentar la estabilidad de las
enzimas en formulaciones detergentes liquidas, impidiendo la pérdida de actividad
durante su almacenamiento. Por su parte, Russell y Britton(2002) indicaron que la
presencia de alcoholes etoxilados (AEs) estabilizaban proteasas en presencia de
tensioactivos anionicos como el LAS, impidiendo la pérdida de actividad enzimatica
que pueden ocasionar. Algunos tensioactivos no idénicos han aumentado la actividad
catalitica de enzimascomoindicaHoshino y Tanaka(2003), que obtuvieron un
aumento de la velocidad de hidrdlisis de amilopectina con una a-amilasa de B.
Amyloliquefaciens a concentraciones de polioxietilen mono-N-dodecil éter (Brij 35)
superiores a su CMC. Comprobaron que la amilopectina se ligaba al tensioactivo y
que la enzima se unia a sus micelas, de tal modo que la catalisis era més eficiente en

la pseudofase micelar que en la fase acuosa.

1.4.4 Microparticulasy nanoparticulas en detergentes

De igual manera que los tensioactivos, las particulas de tamafio coloidal (desde 1
nm hasta varias decenas de micrometros) pueden acumularse espontaneamente en
las interfases liquido-gas o liquido-liquido y actuar asi como estabilizantes de
emulsiones y espumas (Binks, 2002; Hunter et al., 2008; Eskandar et al., 2011).
Una gran variedad de materiales tanto organicos (nanoparticulas de lipidos s6lidos)
como inorganicos (silice, arcilla, 6xido férrico, didxido de titanio, alimina, carb6on o
latex) se utilizan como estabilizantes de emulsiones oleosas en agua o de agua en
aceite, encontrando numerosas aplicaciones en la produccion de alimentos y
bebidas, productos de cuidado personal, textiles, farmacos y en el mercado de los

detergentes.

Las particulas coloidales actian en gran medida como las moléculas de

tensioactivo, particularmente si se adsorben en una interfase fluido-fluido. Al igual
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que la afinidad de un tensioactivo por la fase acuosa o grasa se cuantifica en
términos de su balance hidroéfilo-lipéfilo (HLB), para una particula esférica esta
tendencia se describe por medio de su mojabilidad, dada por su angulo de contacto
en la region en la que coinciden las tres fases (Binks, 2002). A diferencia de los
tensioactivos, que estabilizan las emulsiones por medio de la reduccién de la tensién
interfacial, las particulas aportan estabilidad proporcionando una barrera estérica
en la interfase y modificando las propiedades reologicas de las emulsiones (Aveyard
et al., 2003). Por otra parte, puesto que las particulas individuales no se organizan
para formar agregados en la forma en que los tensioactivos forman micelas, las
particulas coloidales no participan en fendémenos de solubilizacion. Sin embargo, las
microparticulas si que pueden contribuir a la limpieza de superficies por su efecto

abrasivo (Pérez-Prat et al., 2013).

Las propiedades estabilizadoras de las micro- y nanoparticulas permiten la
produccion de emulsiones y espumas estables sin necesidad de utilizar
tensioactivos(Stiller et al., 2004;Binks y Horozov, 2005), pero si se anaden a éstos
pueden obtenerse efectos sinérgicos. Asi, Eskandar et al. (2011) encontraron
sinergias entre dos tensioactivos convencionales y nanoparticulas de silice hidrofila
cuando se evalu6 la estabilidad de emulsiones de aceites en agua. La estabilidad se
increment6 especialmente con los aceites polares mientras que el efecto fue menor
cuando se utiliz6 parafina liquida no polar. Por su parte, Atta y Al-Lohedan (2014)
produjeron un biosurfactante a base de resina vegetal y encontraron que el
incremento de su concentracion en presencia de silice hidrofébica mejoraba la

estabilidad de la emulsion tolueno/agua.

Estas propiedades de las micro- y nanoparticulas han llevado a la elaboracion de
estudios orientados a su aplicacion en la retirada de suciedad y contaminantes de
agua residual (Zhang et al, 2006) o de diferentes sustratos (Chengara et al., 2004;
da Silveira, 1997; Wasan y Nikolov, 2003). En particular, se han llevado a cabo
trabajos que estudian la retirada de depositos de almidon con ayuda de
nanoparticulas. Lee et al. (2009a) estudiaron nanoparticulas de silice y laponita
para aplicaciones detergentes con el fin de aumentar la eficacia de lavado y
reemplazar a los tensioactivos en dichas aplicaciones, observando que la adicion
simultinea de nanoparticulas y enzima sobre depositos de almidéon aumenta la
eficacia de la enzima en la retirada de almidon. Por otra parte, Soleimani et al.

(2012) utilizaron a-amilasa inmovilizada en nanoparticulas de silice para la
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formulacion de un detergente en polvo para lavado de manchas de almidén sobre
textiles. Los resultados mostraron que la eficacia de lavado de la enzima
inmovilizada era mucho mayor que la de la enzima libre. Ademaés, el proceso de
inmovilizacion en las particulas de silice reducia la sensibilidad de la enzima a
algunos ingredientes del detergente, asi como aumentaba su estabilidad durante el
almacenamiento y vida util del producto. RecientementeKhanmohammadi et
al.(2015) evaluaron la eficacia de diversas formulaciones detergentes en polvo

conteniendo nanoaltimina.

Las especiales propiedades de las particulas coloidales (micro- y nanoparticulas)
y las ventajas que ofrecen en los procesos asociados con la detergencia han
conducido a su utilizacién cada vez mayor en productos detergentes para muy
diversos usos. En la Tabla 1.3 se muestran ejemplos de patentes de formulaciones de

lavado que contienen microparticulas (MP) o nanoparticulas (NP) de diverso origen.
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Tabla 1.3. Patentes de productos detergentes con microparticulas y/o

nanoparticulas
. ~ . Inventores/ Particulas
NIIETE A Vil Solicitante utilizadas
Multi functional laundry Flynn, B.P.,
roduct and employment of Winetzky, D.S., i
US4720351A 1ogg DI durfngyfabric Evans. G.by/ purex | MP de silice
1aundering Corporation (EEUU)
Detergent composition
having improved chlorine
stability characteristics, Sowle, E.D., Bowling,
US5834414A 1998 novel chlorine containing D.C./Ecolab Inc NP de silice
format and method of (EEUL).
making chlorine stable
composition
Manufacturing method of Kyoung-Nam, K. /
W02004104153 A1~ 2004  liquid laundry detergent with Neb Technologies NP de plata
nano-sized silver colloid (Reino Unido)
Washing and cleaning Orlich, B., Richter,
products comprising B., Plantenberg, T./ MP y NP de
US20070256251 AL 2007 immobilized active Henkel KGaA silice/zeolita
ingredients (Alemania)
Nano-fluids as cleaning Wasan, D.T.,
" . Nikolov, A.D.,
US20100234263 A1 2010~ compositions forcleaning —yy no g g NP
soiled surfac;s, a method for Hecht, S.E. / Procter  inOTganicas
formulation and use & Gamble (EEUU)
Process for making a
detergent composition ,
containing a sulfonic Sommerville, N.P. / .
US7858573 B2 2010 . . . Procter & Gamble MP de silice
acid/carboxylic acid (EEUU)
copolymer and a
hydrophobic silica
Perez-Prat, E M.,
Liquid detergent Gonzales, D.A., MP de
US8546316 B2 2013 composition with natural Asmanidou, A, origen
. . ernandez, S. / natural y
abrasive particles Procter & Gamble poliméricas
(EEUU)
: Sommerville, N.P. /
CA 2696324 C 2013 (irt‘éfess for making a Procter & Gamble T YI.NP de
gent composition (EEUU) silice
Meine, G., Eutebach,
Detergents or cleanin A., Sonnenscheim, F.,
agents fontaining reactigon Bunn, R, Gabriel, S.,  MP y_NP de
US8815786 B2 2014 . Smyrek, H., Materne, oxidos
products of odorants with M., Rittler, F. / metélicos

metal oxides

Henkel KGaA
(Alemania)
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1.5Limpieza de superficies duras mediante electrdlisis

La electrolisis es la descomposicion quimica de sustancias o electrolitos por el
paso de una corriente eléctrica a través de dichas sustancias, bien en modo disuelto
o fundido. Estas sustancias se ionizan y cuando la corriente eléctrica circula a través
de la solucioén por medio de electrodos, los iones se mueven hacia los electrodos de
carga opuesta. Asi, ceden su carga para pasar a &tomos o compuestos no cargados
que son liberados y que se depositan en los electrodos o reaccionan quimicamente
con ellos. La electrdlisis tiene un amplio rango de aplicaciones industriales,
utilizdndose principalmente en procesos como la galvanoplastia o la anodizacion.
Por otra parte, también tiene aplicaciones en la limpieza, pulido o desinfeccion de
superficies, si bien hasta ahora no se ha explotado suficientemente su potencial para

estos fines (Chen, 2006).

A continuacién se hace una revision de los métodos de limpieza de superficies
duras basados en la electrolisis. Estos métodos son la base del dispositivo para
limpieza de almidén con corriente continua que se presenta en esta Tesis Doctoral y

cuyo principio de funcionamiento se describe en el apartado 2.9.

1.5.1 Limpieza electroquimica de metales

La limpieza electroquimica o electrolitica es un proceso utilizado en la
preparacion de superficies metalicas. Se caracteriza fundamentalmente por el uso de
corriente continua y de un electrolito. La superficie a limpiar puede actuar como

anodo, catodo o ambos dependiendo de la aplicacion deseada.

Cuando se aplica la corriente eléctrica a un sistema de limpieza electroquimica
tienen lugar las reacciones de oxidacién y reduccion abajo indicadas, debidas
esencialmente a la electrolisis del agua (Zaki, 2007). Se suelen utilizar disoluciones

alcalinas en el proceso.En el anodo tiene lugar la reaccion:

40H™ — 2H,0 + 0, + 4e™

Mientras que en el catodo tendra lugar la reaccion:
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4H,0 + 4e~ — 40H™ + 2H,

Como se puede observar, se desprende el doble de hidrégeno que de oxigeno en

el proceso.

Hay tres tipos de limpieza electroquimica en funcion de la polaridad de la

superficie metélica a limpiar:

En la limpieza andédica la superficie se conecta al anodo, por lo que se cargara
positivamente. En este electrodo se libera oxigeno al paso de la corriente. La
generacion de este gas realiza una accion mecanicade arrastre, pudiendo desprender
y elevar la suciedad hacia la superficie. En la cercania de este electrodo tiene lugar
un descenso de pH. Este ambiente acido es propicio para la eliminacion de los
depositos minerales (Chen, 2006). Se deben ajustar correctamente los parametros
del sistema de limpieza (densidad de corriente, alcalinidad del bafio) para evitar la

oxidacion en la superficie metélica a limpiar (Zaki, 2007).

En la limpieza catédica la superficie se conecta al catodo por lo que se
cargara negativamente. Como se puede deducir de la estequiometria de las
reacciones de oxidacion y reduccion que tienen lugar, en este electrodo se desprende
el doble de gas hidrogeno que oxigeno en el &nodo, produciéndose una mayor accion
de arrastre de la suciedad. En las proximidades del catodo se produce una mayor
concentracion de iones hidroxilo y por tanto un aumento del pH. Esto favorece el
hinchamiento de suciedades como los depodsitos proteicos,facilitando su

eliminacion.

En ambos sistemas, ademas, se favorece la limpieza de suciedades apolares
(grasas) por desorcion debido a la polarizacién de las superficies (Augustsson et al.,
1986).

Por dltimo, la limpieza de inversion perioddica se utiliza en metales ferrosos
y utiliza una combinacion de ambas limpiezas, anodica y catédica. La unidad de
inversion periddica tiene un mecanismo que invierte la polaridad a intervalos fijados

(se suele usar un intervalo de 10 segundos).
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Se han patentado diversos dispositivos y soluciones de lavado que optimicen los
resultados de limpieza de superficies metalicas. Asi, por ejemplo, Naganuma et al.
(1973) proponen una solucion de sales alcalinas de 4cido glicolico, imino-diacético o
nitrilo-tetracético para la limpieza de aceites, grasas, materiales solidos y peliculas
de 6xido de la superficie de sustratos metalicos usandolos como electrodo en un
bano electrolitico que contenga dicha soluciéon detergente. Chen (2006) patentd un
método para aplicar la limpieza electroquimica a componentes de una maquina in
situ, conectando dicho componente a un sistema de electrolisis de forma que éste
constituya uno de sus electrodos. La invencion esté orientada a su uso en la limpieza
de cambiadores de calor donde cada una de las placas se conecta a un electrodo de
modo alterno haciéndose circular la solucién de limpieza a través de las placas. Las
soluciones utilizadas son tanto acidas (4cido fosférico) como alcalinas (hidroxido
sodico). Recientemente, Pettee et al. (2011) han patentado tanto composiciones
como métodos para la produccidon de limpiadores electroquimicos (generados a
partir de la electrolisis de diversas soluciones de carbonatos y/o sales) destinados a

la descontaminacion de superficies.

1.5.2 Agua electrolizada. Aplicacion a la limpieza y desinfeccion

en la industria alimentaria

La electrolisis del agua es también el principio a partir del cual se genera el agua
electrolizada (EW), cuyo uso en la limpieza y desinfecciéon tanto de alimentos como
de equipos en la industria alimentaria se ha incrementado en los dltimos anos. La
produccion de EW soélo requiere agua y cloruro soédico, y presenta las siguientes
ventajas sobre otros agentes de limpieza tradicionales: desinfecta de forma efectiva,
facilita las operaciones de limpieza, es de bajo coste y no es perjudicial para el medio

ambiente (Huang et al., 2008).

La produccion de EW se inici6 en Japén (Shimizu y Hurusawa, 1992). Se genera
haciendo pasar una disolucién diluida de sal a través de una célula electrolitica, en la
cual el anodo y el catodo estdn separados por una membrana (Figura 1.12).
Sometiendo a los electrodos a voltajes de corriente continua los iones negativos
(cloruro e hidroxido) se desplazan hacia el anodo para ceder electrones y pasar a
oxigeno gas, cloro gas, i6n hipoclorito, acido hipocloroso y acido clorhidrico. Por

otra parte, los iones cargados positivamente como el hidrégeno y el sodio se
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desplazan hacia el catodo para tomar electrones y pasar a hidrogeno gaseoso e

hidréxido sodico.

Se generan simultaneamente, por tanto, dos tipos de agua. En el anodo se

genera agua electrolizada oxidante (EOW) con un bajo pH (2.3-2.7), alto potencial

de oxidacion-reduccién y altas cantidades de oxigeno disuelto y de cloro libre. En el

catodo se genera el agua electrolizada reductora (ERW) que se caracteriza por tener

un pH alto (10-11.5), altas cantidades de hidrogeno disuelto y un bajo potencial de

oxidacion-reduccién. Mientras que la EOW tiene un gran poder desinfectante, la

ERW se utiliza para la limpieza de suciedad y grasas en distintos equipamientos de

la industria alimentaria (Hsu, 2005).

Disolucion
- salina
Intensidad de corriente
(A)
L
P
L 4 : H : L 4
. P Gas
2N TS i O
4 c o i1 H
Agua ! 'l-i—:— Ch '
. ' '::I_‘? 1 ! []
electrolizada , Nae V1o Na '
oxidante  —— - : | - ——.
(HOCI, HCI ;!
diluido) -
Membrana

Fig. 1.12.Esquema de un generador de agua electrolizada(Huang et al., 2008)

Agua
electrolizada
reductora
(NaOH
diluido)

Las principales reacciones que tienen lugar en el generador de agua

electrolizada son(Hatiet al., 2012):

Polo positivo (anodo):
2H,0 - 4H* + 0, 1 +4e~
2NaCl - Cl, T +2Na* + 2e~
Cl, + H,0 - HCL + HOC!
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Polo negativo (catodo):
2H,0 +2e~ - 20H™ + H, 1T
2NaCl + 20H™ - 2NaOH + Cl~

El agua electrolizada oxidante (EOW) dana las membranas celulares, creando
una disrupcién en los procesos metabdlicos que produce la muerte de las células
(Hatiet al., 2012). Se ha demostrado que el EOWtiene un gran potencial bactericida
sobre los patégenos de mayor importancia en el campo de la seguridad alimentaria,
tales como la Escherichia coli Ois57:H7 (Kim et al., 2001), Listeria
monocytogenes(Kim et al., 2003), Bacillus cereus(Buck et al., 2002) y Salmonella

sp.(Fabrizio y Cutter, 2003).

El EOW resulta también efectivo en su aplicacion directa en alimentos frescos
para reducir el nimero de microorganismos o patdégenos presentes. Se ha utilizado
para desinfectar vegetales frescos, semillas de alfalfa, brécol, fresas, lechugas,
tomates y diversas aves (Fabrizio et al., 2002;Bari et al., 2003, Saefkow et al,
2010). Su principal inconveniente es que la solucion pierde rapidamente su
actividad antimicrobiana si no se tiene un aporte continuo de iones hidrégeno,
hipoclorito y cloro gaseoso procedentes de la electrolisis. Por otra parte, su elevada
acidez y su contenido en cloro libre pueden dar problemas de corrosion.
Recientemente Jadeja y Hung(2014) han propuesto una posible solucion utilizando
con éxito aguas electrolizadas oxidantes modificadas para elevar su pH a valores casi

neutros o alcalinos, aplicandolas a la desinfeccion de pieles de vacuno.

Ayebah y Hung (2005)indicaron que el agua electrolizada no causa efecto
adverso en el acero inoxidable, por lo que puede usarse con total seguridad para la
desinfeccion de gran cantidad de superficies en la industria de procesado de
alimentos. En este sentido, diversos trabajos han ilustrado la eficacia del agua
electrolizada en la limpieza y desinfeccion de sistemas CIP en la industria lactea. Asi,
Walker et al. (2005a) indicaron que un lavado de 10 minutos con agua electrolizada
reductora (ERW) seguido de otro lavado de la misma duracion con EOW a 60°C
eliminaba satisfactoriamente todas las bacterias detectables de las superficies no
porosas en contacto con residuos lacteos contaminados. Los mismos autores

utilizaron ERW seguida de EOW para la limpieza de pequenas piezas de materiales
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utilizados en sistemas de procesamiento de leche cruda, realizando la limpieza por
inmersion en el agua electrolizada con agitacion y a diferentes tiempos y
temperaturas (Walker et al., 2005b). En un trabajo posterior los autores
optimizaron experimentalmente las temperaturas de las soluciones de lavado,
obteniendo el 6ptimo de eficacia desinfectante para el mismo sistema de
procesamiento de leche en 58.8 °C en la ERW y 39.3 °C para la EOW (Dev et al.,

2014).

El agua electrolizada también se utiliza para el lavado y desinfeccion de vajillas y
utensilios de mesa. Price et al. (2003) patentaron un lavavajillas que incorpora una
célula electrolitica por medio de la cual se genera agua electrolizada (a partir de
soluciones detergentes conteniendo sales halogenadas) de forma intermitente y
proporcionando asi compuestos desinfectantes en determinados momentos de los
ciclos de lavado y enjuagado. Posteriormente Scheper et al. (2010) patentaron
diversas formulaciones especificas para el lavado de vajillas en equipos con células

electroliticas incorporadas.
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2.1 Sustrato

Se denomina sustrato a la superficie que es ensuciada con el objetivo de evaluar
la eficacia de lavado de las distintas formulaciones detergentes y métodos de
limpieza. Se trata de esferas elaboradas a partir de fibras de acero inoxidable. Cada
una de ellas se prepar6 con un diametro aproximado de 2 c¢cm y un peso
comprendido entre 0.80 y 0.85 g. Las fibras de acero inoxidable tienen un didmetro
de 0.51 mm y las esferas una fraccion aproximada de huecos del 93% para esferas

sin suciedad y del 82% para esferas ensuciadas.

2.2Suciedad

Como agente de ensuciamiento o suciedad se utiliz6 almidon de maiz
(Maizena®) gelificado y posteriormente secado sobre el sustrato segin el método

indicado en el apartado 2.6.

2.3Tensioactivos

En este trabajo de investigacion se han utilizado siete tensioactivos anionicos y
no idnicosde cinco familias quimicas diferentes: un lineal alquilbenceno sulfonato
(LAS), dos derivados de acidos alquil éter carboxilicos (ECA), un alcohol etoxilado
(AE), un alquilpoliglucésido (APG) y dos ésteres de glicerina polietoxilados (PGE).
La seleccion se realizo atendiendo a criterios ambientales asi como a su frecuencia
de uso en las formulaciones detergentes actuales. La seleccion de dos tensioactivos
de la misma familia se ha realizado considerando aquellos de similar longitud de
cadena hidrocarbonada y mayor diferencia en el grado de etoxilacion. En la Tabla
2.1 se muestran sus principales caracteristicas. El tensioactivo LAS fue suministrado
por Petresa, S.A. (Cadiz, Espafia) y el APG por HenkelKgaA, (Diisseldorf, Alemania).
El resto de tensioactivos utilizados fueron suministrados por KaoCorporation S.A.
(Barcelona, Espana). Todas las disoluciones acuosas de tensioactivos se indican

como concentracion de tensioactivo en base seca.
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Tabla 2.1. Descripcion de los tensioactivos

Nuamero DID-list/

0,.04 Peso Degradacion
Clasificacion Denominacién Estructura Coml?OS.ICIOH HLB Iz;meda)d CMC (g/L) molecular aerobia/
quimica o peso (g/mol) Degradacion
anaerobia
Aniodnicos
Lineal -
Jauilbencen ) 0.025 30018/ Facilmente
alquilbenceno LAS R SO, R= Cyp-Cy52 - 54.62 o(d - biodegradable / No
sulfonato (25°C) biodegradable
Acido alquil _ _ ~ 20282/ Facilmente
) q ECA OE3 R C12 Cal4 a _ 7.03 0-0033 . 3563 biodegradable/ No
éter n=2.5 (25 °C) testado
carboxilico R-0O-(CH,CH.0),-CH,COOH
(anibnico a R= C.-Cy, 2 0.071 2028¢ / Facilmente
i = Li2-Lyy _ 8.0-12.02 07 6862 biodegradable/ No
pH=7) ECA-OE10 n=102 (25 °C)° testado
No iénicos
Alcohol graso R= Cx(70%), 2111¢/Fécilmente
-(O- - - 0.021 X
etoxilado AE R-(0-CHz-CH2)x-OH Ci4 (30%)2 14.3% 0.3 (37 °C)t 629> bl??gra?bgle/
n=9.gb Biodegradable
CH,OH
HO 0 P
CH.OH 21348/ Facilmente
Alquilpoli- HO 0 ~ o R=Cs-C,4P 0.0 i
L APG o o 11.9 50.4P 073 397° biodegradable/
1 d HO =1.9b oC)t
ghucosido OH ((I))I:_I) DP =1.3 (37 °0) Biodegradable
. H H.CH R _ h/Facilmente
Ester de PGE-OE2 C 2O(C oC 2O)X R—X;Iy+IZ{T%Oa 11.32 4.9¢ (08109(:3) 298 ﬂi‘%éegradable /
glicerina CH.O(CH.CH-0),R =Ho 4 Biodegradable
polietoxilado _ | _ i 44h/Facilmente
PGE-OE17 CH.O(CH.CH.0).R X+y+z—'17 . 13.02 3.3¢ 0'03;‘31 11291 biodegradable /
R=H o R-CO (40 °C) Biodegradable

2Dato suministrado por el fabricante
bBravo et al., 2005

c¢Jurado et al., 2012a

dRios, 2014

eJurado et al., 2012b

gDegradacion segun directrices de la OCDE (Detergent Ingredients Database DID-list, 2014)
hDegradacién segun directrices de la OCDE (Detergent Ingredients Database DID-list, 2004)
i Martinez-Gallegos, 2015 (datos no publicados)
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2.4 Enzima

La enzima utilizada es una a-amilasa procedente de Bacillus Licheniformis
(forma liquida con densidad 1.26 g/mL, ref. A3403, Sigma-Aldrich) al igual que la
mayor parte de las enzimas utilizadas en formulaciones detergentes (Pongsawasdi y
Murakami, 2010, Herbots et al., 2011). Esta enzima comercial presenta una
actividad > 500 unidades/mg de proteina (dato del fabricante) definiendo una
unidad como la cantidad de enzima que libera 1.0 mg de maltosa a partir de almidén
en 3 minutos a pH 6.9 y 20 °C (Sigma, 1997). El contenido de proteina se ha
determinado mediante el método Bradford (Bradford, 1976) obteniéndose un valor
de 34.2 mg proteina/mL. El rango de pH adecuado para esta enzima es de 5-9,
mostrando una actividad 6ptima entre 7 y 9. La temperatura de almacenamiento

recomendada es 2-8 °C.

En este trabajo se ha estudiado el efecto que tiene la incorporacion de a-amilasa
a formulaciones detergentes utilizadas en el proceso de lavado de almidén seco

gelatinizado, asi como la actividad de esta enzima en presencia de tensioactivos.

2.5 Métodos de analisis

2.5.1 Analisis de tensioactivos

2.5.1.1 Determinacion de alcohol etoxilado(AE) mediante el método

colorimétrico del yodo-yoduro

Este método se ha utilizado para determinar la concentracion de alcohol graso
etoxilado (AE). El método se basa en la formacion de un complejo coloreado entre el
tensioactivo no idnico y el reactivo yodo-yoduro. Es un método semi-especifico para
tensioactivos no iénicos ya que el método no distingue el tensioactivo concreto de

que se trata(Brown y Jaffé, 2001; Juradoet al. 2002b).

El reactivo yodo-yoduro se prepara disolviendo 1 g de yodo resublimado

(calidad QP, Panreac) y 2 g de yoduro potasico (KI, calidad PA, Panreac) en 100 ml
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de agua destilada. Esta solucion debe conservarse en frasco de vidrio color topacio y

ha de renovarse cada 8 dias.

Para determinar la concentracion de tensioactivo se afiade 0.25 mL de reactivo
yodo-yoduro sobre 10 mL de cada una de las muestras de disolucion de tensioactivo,
se agita y se mantiene durante 5 minutos a temperatura ambiente. El complejo
coloreado se determina espectrofotométricamente a 500 nm (espectrofotdbmetro
Cary 100 Bio UV-Visible, Varian) siendo la absorbancia directamente proporcional a
la concentracion de tensioactivo no i6nico.Debe prepararse una recta de calibrado

para cada tensioactivo no i6nico ensayado.

Para la realizaciéon de la recta patron de AE se parte de disoluciones acuosas de
AE de concentraciono, 2, 5, 10, 15 y 20 mg/L a partir de una disoluciéon madre de 1
g/L. En la Figura 2.1 se muestra la recta de calibrado para el AE y en la Tabla 2.2 los

resultados experimentales obtenidos.

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

Abs (500 nm)

04

0.2 ~

0.0
0 5 10 15 20 25
Concentracion (mg/L)

Figura 2.1. Determinacion de AE mediante el método colorimétrico del yodo-
yoduro. Recta patréon

Tabla 2.2. Determinaciéon de AE mediante el método colorimétrico del yodo-
yoduro. Recta patron

Concentracion

0 2 5 10 15 20
(mg/L)
Abs (500 nm) 0.3182 | 0.4010 0.5480 0.8184 1.1354 1.4392

Abs (500 nm) = 0.2866 + 0.0565 - Concentracion (mg/L)  R?=0.9969
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2.5.1.2 Determinacion de alquilpoliglucosidos (APG) mediante el

método de la antrona

Este método es una adaptacion de un método de analisis de carbohidratos y se
ha utilizado para determinar la concentracion de alquilpoliglucésidos (APG). La
antrona (C4H:00) forma productos coloreados de color verde cuando se calienta
conjuntamente con carbohidratos en una soluciéon acida. Por otra parte, el medio
acido hidroliza el enlace glicosidico de la sacarosa por lo que en estas condiciones
los alquilpoliglucoésidos seran hidrolizados a alcoholes grasos y carbohidratos, y

podran ser determinados mediante este método.

o

— Ty

N Z

Figura 2.2. Estructura de la antrona

Para este analisis se prepara el reactivo de antrona en solucién de acido
sulfarico concentrado al 0.8% w/w disolviendo 1.4758 g de reactivo de antrona
(calidad PA, Panreac) sobre 100 mL de acido sulfarico concentrado al 95% (calidad
PA, AnalaR Normapur®, VWR). El reactivo debera prepararse preferentemente un

dia antes de su uso, pudiéndose utilizar un dia mas.

Para la determinacion del APG se ha utilizado una adaptaciéon del método
descrito por Buschmannet al. (1995). Para ello 5 mL de soluciéon de reactivo de
antrona se vierte en 2 mL de muestra. La mezcla se hidroliza durante 5 minutos en
termostato a 100 °C (en digestor modelo Spectroquant TR 320, Merck) y
posteriormente se enfria en bafio de hielo durante 10 minutos. La absorbancia de la
mezcla se determina espectrofotométricamentea 622 nm (Cary 100 Bio UV-Visible,
Varian). La concentracion de APG se obtiene por comparacion con la

correspondiente recta de calibrado.

Para la realizacion de la recta patron del APG se parte de disoluciones de
concentracién o, 10, 25, 50, 75 y 100 mg/L preparadas a partir de una disolucion

madre de 1 g/L de APG. Los resultados se muestran en la Figura 2.3 y Tabla 2.3.
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1.2
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Figura 2.3. Determinacion de APG mediante el método colorimétrico de la

antrona. Recta patron

Tabla 2.3. Determinacion de APG mediante el método colorimétrico de la
antrona. Recta patron

Concentracion

0 10 25 50 75 100
(mg/L)
Abs (622nm) 0.1787 0.2441 0.3630 0.5834 0.7789 | 1.0100

Abs(622 nm) = 0.1649 + 0.0083- Concentracion (mg/L) R2=0.9989

2.5.2 Determinacion de almidéon mediante el método

colorimétrico del fenol-sulfarico

La detergencia en los ensayos de lavado realizados en el dispositivo de lavado
utilizado(BSF) se determina evaluando la concentracién de almidon presente en
disolucion a diferentes tiempos de lavado. La determinacion del almidén presente
en la solucion de lavado se realiza evaluando la cantidad total de carbohidratos

solubles. Estos se analizan mediante el método colorimétrico del fenol-sulfirico

(Duboiset al., 1956).

Para este método se requiere:
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- Acido sulftirico 2 N preparado a partir de 4cido sulfarico 95%, PA AnalaR
Normapur® VWR.

- Fenol 5 % (w/v) preparado en agua destilada a partir de fenol cristal (calidad
PA, Panreac) previamente licuado por calentamiento en bafio termostatizado.
Esta solucion debe conservarse en envase cerrado y protegido de la luz, ya que

puede oscurecer gradualmente tras la exposicion a la luz y al aire.

El procedimiento de anélisis es el siguiente: se afiade 1 mL de muestra del bafio
de lavado sobre 1mL de acido sulfarico 2 N. A continuaciéon se colocan en un
digestor (Spectroquant TR 320, Merck) a 100 °C durante 30 minutos.
Posteriormente se enfria la muestra en un bafio con hielo obteniéndose un almidon
hidrolizado quimicamente. Posteriormente se afiade 0.10 mL de la mezcla del
digestor sobre 4.9 mL de agua destilada (dilucion final 1:100).Finalmente se afiaden
0.5 mL de esta diluciéon a 0.5 mL de solucion fenol al 5% (p/v) y 2.5 mL de acido
sulfarico al 95% (PA, AnalaR Normapur®, VWR). Se agita en vortex y se deja enfriar
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se mide la

absorbancia de cada muestra a 490 nm (Cary 100 Bio UV-Visible, Varian).

Para expresar los resultados experimentales en términos de concentraciéon de
almidén se comparara la absorbancia obtenida con una recta patron de glucosa
realizada previamente. El resultado se multiplica por el factor de correccion 0.9, que
representa la relacion estequiométrica entre almidon y glucosa en la hidrdlisis acida

del almidon (Lampitt et al., 1947; Jaiswal y Prakash, 2011).

Para la realizacion de la recta patron de almidon se parte de disoluciones
acuosas de D-glucosa anhidra (PA, Panreac) de o, 8, 10, 20, 40, 60, 80, 100 y 120
mg/L a partir de una disolucion madre de 1 g/L. Los resultados se muestran en la
Figura 2.4, donde se representa la absorbancia medida a 490 nm. En la Tabla 2.4 se

muestran los valores numéricos junto con el ajuste obtenido.
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Figura 2.4. Determinacion de glucosa por el método colorimétrico del fenol-
sulfarico. Recta patrén

Tabla 2.4. Determinacion de glucosa por el método colorimétrico del fenol-
sulfarico. Recta patrén

Concentracion

o} 8 10 20 40 8o 100 120
(mg/L)
Abs corregida 0 0.0732 | 0.0978 | 0.1939 | 0.4075 | 0.7514 | 1.0171 | 1.2067
o) . . . . . . .

Abs(490 nm) = 0.009937- Concentracion (mg/L) R2=0.9988

2.5.3 Determinacion de la actividad de la enzima a-amilasa

mediante el método yodométrico

El método yodométrico para determinar la actividad de la a-amilasa se basa en

la capacidad de la amilosa para formar un complejo de inclusiéon con yodo. Para ello

se afiade una disoluciéon de almidon sobre una disoluciéon de yodo-yoduro potésico.

Este complejo da una coloracion azul que se mide espectrofotométricamente.

Cuando se hidroliza el almidéon por accion de la amilasa la intensidad de la

coloracion azul disminuye, y la absorbancia medida sera inversamente proporcional

a la actividad enzimatica.

Mensualmente se evalu6 la actividad de la a-amilasa mediante una adaptacién

del método yodométrico (Fuwa, 1954) utilizada por Jurado et al. (2011c).

112




2. Materiales y métodos

La medida de la actividad de la a-amilasa requiere la preparacion de las

siguientes disoluciones:

- Disolucion 0.2% 1. — 2% KI: 0.1 g de L. (yodo resublimado, calidad QP, Panreac)
y 1 g de KI (calidad PA, Panreac) disueltos en 50 mL de agua desionizada

(resistividad de 18.2 MQ.cm). Debe guardarse en frasco de vidrio color topacio.

- Disolucion de almidon soluble 1% (p/v): Se aniade 0.5 g de almidon soluble de
patata (calidad PA, Panreac) sobre 50 mL de agua desionizada. La mezcla se
calienta hasta ebullicion y se agita durante 3 minutos mediante agitador
magnético (Martinez-Gallegos, 2005). La disolucion se deja enfriar a

temperatura ambiente con agitacion y se enrasa en matraz aforado hasta 50 mL.

- Disoluciéon 2 N HCla partir de 4cido clorhidrico 37% (PA AnalaR Normapur®,
VWR).

- Disolucion de enzima: La enzima se utilizo6 con una dilucién 1/800 (Jurado et
al., 2011c), preparandose la disoluciéon en agua desionizada inmediatamente

antes de iniciar cada ensayo.

La medida de actividad se realiza de la siguiente manera: en bafno
termostatizado (modelo Ultraterm, casa P-Selecta) a 60 °C se mantienen tubos
roscados con 1 mL de disolucion de almidon 1% (p/v) y 3.99 mL de agua
desionizada. Una vez alcanzada la temperatura se anaden 10 pL de disolucion de
enzima. Transcurridos 25 minutos se desactiva la enzima por adiciéon de 3 mL de
HCI 2N y enfriamiento en bafo de hielo.El blanco se realiza con 4.99 mL de agua
desionizada y 10 pL de disolucion de enzima. Posteriormente se afiaden 100 pL de la
solucion de almidon con enzima desactivada sobre 100 pL de solucion yodo-yoduro
y se adiciona 4.8 mL de agua desionizada. Transcurridos 10 minutos se mide en

espectrofotometro la absorbancia a 575 nm (Martinez-Gallegos, 2005).

En la Tabla 2.5 se muestra la actividad que presenta la enzima durante el
tiempo en que se llevd a cabo la experimentacion. En la Figura 2.5 se puede
observar que la absorbancia permanece constante por lo que la actividad de la a-

amilasa no se ha visto alterada durante el tiempo de experimentacion.
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Tabla 2.5. Actividad de la enzima a-amilasa en el tiempo de experimentaciéon

Tiempo (mes) 1 2 3 4 5
Abs (575 nm) 0.1878 | 0.1933 | 0.1905 | 0.1856 | 0.1916
SD 0.0040 | 0.0131 | 0.0079 | 0.0110 | 0.0105

Abs (575 nm)
0.25 -

0.20 ~ I I I I :[
0.15 A
0.10 -

0.05 -

0.00 T T T T )

1 2 3 4 5
Tiempo (mes)

Figura 2.5. Actividad de la enzima a-amilasa en el tiempo de experimentaciéon

2.5.4 Determinacion de la actividad enzimatica en presencia de

tensioactivos mediante el método DNS

El método yodométrico no resulta adecuado para la determinacion de la
actividad de la a-amilasa en presencia de tensioactivos debido a la conocida
capacidad de formacion de complejos entre éstos y el almidon (indicado en apartado
1.1.1). La formaciéon de dichos complejos interfiere con la formaciéon del complejo
yodo-almidon que constituye la base de dicho método (Kim y Robinson, 1979). Para
la determinacion de la actividad de la a-amilasa en estas condiciones se ha utilizado
el método DNS, ampliamente extendido y utilizado en estudios de caracterizacion
de amilasas para diversos usos industriales, entre ellos la formulacion de
detergentes (Mitidieri et al., 2006; Hmidet et al., 2009; Shafiei et al., 2011; Roy y
Mukherjee, 2013).

La hidrolisis del almidon genera nuevos grupos reductores, uno por cada enlace
hidrolizado, debido a la oxidacion del carbono anomérico situado en el extremo

reductor. Sobre la disoluciéon de almidén hidrolizado se anade el acido 3,5
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dinitrosalicilico (DNS)(Bernfeld, 1955) y tiene lugar una reacciéon redox en la que los
grupos reductores se oxidan y el acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) se reduce
perdiendo una de sus configuraciones 3 o 5, pasando a &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico. Esto produce un cambio de color de la disolucion, que pasa de
amarillo a rojo, medible espectrofotométricamente a 540 nm. Para la cuantificacion
de la cantidad de extremos reductores generados se suele utilizar como referencia la

maltosa para la elaboracion de la recta patron.

Para la preparacion del reactivo DNS se siguieron las indicaciones del

procedimiento de ensayo de actividad de amilasa descrito por Sigma (1997):

(i) Se prepara una solucion de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado.
Para ello se anaden 4.0 g de NaOH (Sharlau) en 24 mL de agua desionizada,
calentando la mezcla hasta 50-70 °C. Posteriormente se disuelven 36 g de
tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (calidad PA, Panreac),

manteniéndose el calentamiento con agitacion hasta disolver.

(ii) Se prepara una solucion 96 mM de acido 3,5 dinitrosalicilico (PS,
Panreac) en un volumen de 60 mL de agua desionizada a 50-70 °C. La mezcla

se mantiene en calentamiento con agitacion hasta disolver.

(iii) El reactivo DNS se prepara sobre 36 mL de agua desionizada calentada
hasta 50-70 °C. Se anade lentamente sobre ella la solucién de tartrato de sodio
y potasio preparada en (i), seguida de la solucién de acido 3,5 dinitrosalicilico
preparada en (ii) y se agita hasta disolver. El reactivo DNS debe guardarse en

frasco color topacio y es estable durante 6 meses.

Los ensayos de actividad enzimatica en presencia de tensioactivos se realizaron
a pH 7 en bano termostatizado a 60 °C (Ultraterm, casa P-Selecta) durante 5
minutos. Las diferentes mezclas de reaccion se elaboraron a partir de las siguientes

disoluciones:

- Disoluciéon pH 7: TampoOn fosfato 0.1 M preparado segin Sgrensen (1909). Se
disuelve 1.82 g de KH.PO, (PA, Panreac) y 4.47 g de Na,HPO,.2H.O (PRS,

Panreac) en 500 mL de agua desionizada.
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- Disolucién de almidon soluble 6.00 g/L: Se prepara una disolucion acuosa de

almidon soluble de patata (PA, Panreac) sobre el tampo6n pH 7.

- Disolucion de enzima: Se utiliz6 la a-amilasa procedente de B. Licheniformis
(ver apartado 2.4). Inmediatamente antes de iniciar cada ensayo se prepara una

disolucién de enzima de 0.18 g/L sobre tamp6n pH 7.

- Disoluciones de tensioactivos: se preparan disoluciones de tensioactivo de
concentracién 3.00 g/Lsobre tampdn pH 7. Se analiz6 el efecto que tienen sobre

la enzima cada uno de los tensioactivos descritos en la Tabla 2.1.

El ensayo se realiza de la siguiente forma: en un tubo de ensayo se afiade 1 mL
de disolucion de almidéon y, en funcidon del ensayo, 1 mL de disolucion de
tensioactivo y/o 1 mL de disolucién de enzima hasta alcanzar un volumen total de 3
mL con disolucion pH 7, si se requiere. Las concentraciones finales son 2.00 g/L de
almidon, 1.00 g/L de tensioactivo y 0.06 g/L de enzima. Estas concentraciones y las
condiciones de ensayo utilizadas (pH 7, 60 °C) reproducen las utilizadas en los
ensayos de lavado en el dispositivo BSF. Esto permite comparar los resultados de
actividad enzimatica con los valores de detergencia obtenidos con soluciones de
lavado que contienen tensioactivos y a-amilasa. Cada solucidon enzimatica ensayada
(con y sin tensioactivo) se midi6 frente a un blanco donde la solucion de enzima se

sustituye por disoluciéon tampo6n pH 7.

El procedimiento de ensayo es el siguiente: las muestras que contienen la
disolucion de almidon y tensioactivos se mantuvieron en el bafio hasta alcanzar la
temperatura deseada. La solucion de enzima (1 mL) o la solucién tampén pH 7 (si se
trata del blanco) se anadié inmediatamente antes de iniciar el ensayo. Transcurridos
5 minutos los tubos se enfrian en bafio de hielo y se procede a la determinacion de
los azicares reductores generados segin el procedimiento adaptado de Sigma
(1997). Para ello a cada tubo de ensayo se anade 1 mL de reactivo DNS y se llevan a
un digestor a 100 °C (modelo Spectroquant TR 320, Merck). Una vez en el digestor
se afiade 1 mL de disolucion de enzima en los blancos y 1 mL de tampo6n pH 7 en las
soluciones que contienen enzimas. Las mezclas se mantienen durante 15 minutos a
100 °C y finalizado ese tiempo se enfrian en bafio de hielo hasta temperatura
ambiente (3 minutos). A continuaciéon se centrifugan durante 10 min a 9000 g
(centrifuga Universal 320R, Hettich). Finalmente se toma 1 mL de cada muestra y

se diluye con 5 mL de agua desionizada, procediendo a la lectura de absorbancia a
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540 nm. Todos los ensayos de actividad enzimatica se realizaron por quintuplicado.

En la Figura 2.6 se muestra un esquema del método utilizado.

SOLUCIONES
ENZIMATICAS

Almidén 2 g/L
+
a-amilasa 0.06
g/L

DIGESTOR

\ 4

BLANCOS
MUESTRAS SIN | Almidon 2 g/L
TENSIOACTIVO
3ml,pH7
MUESTRAS CON A'mid‘i” 2g/L
TENSIOACTIVO Tensioactivo 1
3ml,pH7 g/L

Almidén 2 g/L
+
a-amilasa 0.06
g/L
+
Tensioactivo 1
g/L

CENTRIFUGACION

Adiciéon
Reactivo

60 °C, 5 min

\ 4

ENFRIAMIENTO EN
BANO DE HIELO

v

DNS 1
mL

ENFRIAMIENTO

BLANCOS:

SOLUC.

Adicién ENZIMA:
1mL Adicion
disolucién ImLpH?7

a-amilasa

\ 4

DIGESTOR

ENBANODE [

a

10 min, 9000 g

1mL
muestra

HIELO

100 °C, 15 min

LECTURA

+5mL agua
desionizada

v

ABSORBANCIA
540 nm

Figura 2.6. Método analitico para la determinacion de la actividad enzimatica
en presencia de tensioactivos mediante el método DNS
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La cuantificacion de los extremos reductores generados se ha realizado a partir
de una recta de calibrado de maltosa. Para la realizacion de la recta patron se parte
de una disoluciones acuosas de maltosa de o, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200 y
1400 mg/L preparados a partir de una disoluciéon madre 0.2 % (p/v) de maltosa 1-

hidrato (PRS, Panreac).

Siguiendo con el procedimiento descrito, a 3 mL de cada una de las disoluciones
se anade 1 mL de reactivo DNS y 1 mL de agua desionizada a cada uno de ellos.
Posteriormente se introduce en el digestor durante 15 minutos a 100 °C, se toma 1
mL de cada muestra y se diluye con 5 mL de agua desionizada. A continuacién se
determina su absorbancia a 540 nm restando la absorbancia del blanco. En la

Figura 2.7 y Tabla 2.6 se muestran los resultados obtenidos junto con la recta de

ajuste.

04

Abs (540 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Concentracion (mg/L)

Figura 2.7. Determinacién de aziicares reductores de maltosa por el método DNS.
Recta patrén

Tabla 2.6. Determinacion de azticares reductores de maltosa por el método DNS.

Recta patron
Concentracion
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
(mg/L)
Abs corregida 0 | 0.0317 | 0.0952 | 0.1594 | 0.2075 | 0.2388 | 0.2993 | 0.3602
(490nm)

Abs(540 nm) = 0.000251- Concentraciéon (mg/L) R2=0.9980
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2.5.4.1 Calculo de la actividad enzimatica y de la actividad relativa

Se ha definido la unidad de actividad enzimatica de la a-amilasa (U) como la
cantidad de aztcares reductores equivalentes a un micromol de maltosa generado
por miligramo de enzima y por minuto. Dicha actividad (A) se calcula a partir de la
Ecuacién 2.1 considerando la concentraciéon de maltosa obtenida mediante la recta
patron (Cm, mg/L) (segun ecuacion de Tabla 2.6), la concentracion de enzima (Ce,
mg/L), el peso molecular de la maltosa (342.29 g/mol) y el tiempo de reaccion (5

minutos):

A (U pmol maltosa ) — 0584 im Ec. (2.1)
Ce

" mg enzima.min

Para cuantificar la influencia de la presencia de tensioactivos en la hidrolisis
enzimatica del almidon se define la actividad relativa como el cociente entre la

actividad en presencia de tensioactivo partido de la actividad en su ausencia:

AR(%) = % 100 Ec. (2.2)

Donde:

AR = Actividad relativa (%).
A = Actividad enzimatica en ausencia de tensioactivo (U).

Ar = Actividad enzimética en presencia de tensioactivo (U).

2.6 Método de ensuciamiento de sustrato con almidéon

Se establecio un protocolo para preparar y depositar sobre el sustrato el agente
de ensuciamiento. Como sustrato se utilizaron esferas hechas a partir de fibras de
acero inoxidable preparadas segun el procedimiento descrito en el apartado 2.1. El
agente de suciedad es almidéon de maiz (Maizena®)gelatinizado obtenido por
calentamiento de una suspension (8% en peso) a 70 °C con agitacidon constante
durante una hora (Souza y Andrade, 2002). En este proceso es de especial
importancia que la temperatura no supere en ningiin momento los 73 °C para no

rebasar el rango de temperatura de gelatinizacion para este tipo de almidon
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(Biliaderis, 2009). El gel asi preparado se deja enfriar a temperatura ambiente y

reposar al menos 12 h antes de ser utilizado.

Transcurrido este tiempo se ensucian las esferas de acuerdo con el siguiente

procedimiento:

(i) Cada esfera es sumergida en el gel de tal forma que la superficie de ésta quede
empapada de almidén de la forma mas homogénea posible evitando grumos y

zonas sin ensuciar.

(ii) Las esferas ensuciadas se colocan en una rejilla y se llevan a una estufa a 60 °C

(modelo Hotcold-S, P-Selecta) donde se dejan secar durante 12 horas.

(iii) Finalmente una vez secas se registra el peso de las esferas. En los ensayos de
lavado en el dispositivo BSF el peso de sustrato y suciedad se registr6 para
cada grupo de 8 esferas, mientras que en los ensayos de lavado mediante
corriente continua se pesaronindividualmente cada una de las 5 esferas

utilizadas antes y después de ensuciar.

La cantidad de almidon retenido sobre el sustrato se determina por diferencia
de pesada entre las esferas limpias y sucias. Esta masa debe ser lo mas constante
posible. En los ensayos en BSF las 8 esferas utilizadas en cada ensayo de lavado
contienen una masa de almidon seco de 2.0 + 0.2 g. En la Figura 2.8 se muestra a
modo de ejemplo una imagen de un grupo de esferas sin ensuciar y una vez
ensuciadas utilizadas en un ensayo de lavado. Para cada uno de los ensayos
realizados con corriente continua se seleccionaron grupos de 5 esferas cuya masa
total de almidon seco retenido es de 1.25 + 0.15 g, siguiendo la misma
proporcionalidad entre masa de sustrato y masa de suciedad que en los ensayos en
BSF.

Al ser porosas estas esferas no solo tienen suciedad adherida en la superficie
sino también en su interior. De esta forma se simulan las caracteristicas de las
instalaciones industriales con suciedad incrustada. Tanto el uso de almidon seco
como la eleccién de un sustrato rugoso donde se dificulta el mojado por parte de la
solucion de lavado dificulta el proceso de limpieza y por tanto permite observar

mejor la influencia que ejercen las distintas condiciones experimentales estudiadas
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sobre la detergencia (Gomez Herrera, 1996). Ademas el sustrato, o superficie donde
se adhiere el almidon seco (acero inoxidable), es apropiada para simular la
interaccion almidoén-sustrato que se encuentra frecuentemente en la industria
alimentaria, ya que el acero inoxidable es el material més utilizado en este tipo de

instalaciones (Schmidt, 1997).

Figura 2.8. Esferas limpias y una vez ensuciadas con almidon seco

Se caracterizo el almidon seco utilizado en base a su anélisis proximal y su
contenido en minerales. Para ello se secan las muestras a 110 °C hasta alcanzar un
peso constante. El contenido en proteinas se determin6 por el método Kjeldahl
utilizando un factor de conversion de 6.25, mientras que el contenido en grasas se
obtuvo por el método Soxhlet previa hidrolisis acida. Los carbohidratos se

determinaron por diferencia aritmética con respecto al resto de componentes.

El contenido en sales se determiné por espectroscopia de emision por plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES) utilizando un equipo Perkin-Elmer Optima 8300
a partir de las cenizas de la muestra en disolucion. Para el analisis de Ca, Mg, Ky
Na, las muestras (15 g) se depositan en crisoles ceramicos y se calcinan en horno
mufla a 550 °C durante una hora. Se anaden 0.1 g de cenizas en una solucion
HNO;/HF (1/1) y se calienta a 160 °C hasta sequedad. A continuacién se afiaden 4
mL de HNO; y se calientan a 80 °C durante una hora. Una vez enfriada la mezcla se
diluye hasta 100 mL. En la Tabla 2.7 se muestra la composicion del gel de almidon

SecCo.
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Tabla 2.7. Analisis proximal y contenido en minerales
de la suciedad (almidon seco)

Composicion, g/100 g producto

Proteina 0.37
Grasa 0.42
Hidratos de Carbono 90.37
Humedad 7.84
Cenizas 0.99
Minerales Composicion, mg/100 g producto

Sodio 46.55

Calcio 38.96

Potasio 290.36
Magnesio 32.55

2.7 Descripcion del dispositivo BSF y del procedimiento de

lavado

El lavado de almid6n seco adherido al sustrato (acero inoxidable) se llevo a cabo
en el dispositivo Bafio-Sustrato-Flujo (BSF) (Jurado et al., 2002a, 2003). Se trata de
un dispositivo disefiado para evaluar la eficacia detersiva de formulas detergentes y
condiciones de lavado utilizadas para la limpieza de superficies duras. El dispositivo
BSF simula un sistema “Cleaning In Place” (CIP) de limpieza industrial. Su utilidad
para el estudio de la eficacia detersiva de formulaciones detergentes aplicadas a
diferentes suciedades y sustratos ha quedado demostrada en trabajos anteriores

(Jurado et al. 2004, 2006, 2007, 2011a, 2011b, 2011c, 2014).

El dispositivo BSF permite modificar los elementos principales que intervienen
en el proceso detersivo: sustrato, suciedad, composicion del bafio de lavado, pH,
temperatura y caudal de recirculacion del sistema. Se puede determinar la eficacia
del proceso de lavado analizando la suciedad retirada del sustrato. En la Figura2.9
se muestra un esquema simplificado del dispositivo BSF donde (1) es un tanque
agitado encamisado que contiene la solucién de lavado (400 mL de capacidad) con
un termometro y un medidor de pH, (2) es una columna de relleno (50 mL de
capacidad, 2.5 cm de diametro y 8.5 cm de altura) donde se deposita el sustrato

previamente impregnado del agente de ensuciamiento; (3) es un bafio termostatico
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(modelo Ultraterm, casa P-Selecta) que permite termostatizar el tanque y la
columna; (4) es una bomba peristaltica (modelo 5006, Heidolph) y (5) es un
agitador (modelo RZR 1, Heidolph). La disolucion de lavado se recircula desde el
tanque hacia el interior de la columna por donde fluye en sentido ascendente,

retornando posteriormente hacia el tanque.
S |
1 15
0 2
4 3

—

Fig. 2.9. Esquema del dispositivo BSF (Baiio-Sustrato-Flujo)

El sistema utiliza un volumen de bafio de lavado de 500 mL. El termémetro
permite la medida de la temperatura en el tanque agitado y el caudal de
recirculacion de la solucion de lavado se determina mediante el uso de un

rotametro.

El procedimiento a seguir en cada uno de los ensayos de lavado ha sido:

(i) Preparacion de la solucion de lavado (500 mL). Si la soluciéon contiene micro-
o nanoparticulas se prepara una suspension de 250 mL en una solucion del pH
deseado de acuerdo con lo indicado en 2.8.3. Si la solucién de lavado contiene
enzima ésta se anade sobre la solucién de pH deseado y por altimo, si procede,
se anade el tensioactivo. En todos los ensayos de lavado realizados con

tensioactivo se utilizé una concentraciéon de 1.0 g/L(en base seca).

(ii) Adicion de la solucion de lavado al tanque y termostatizacion de la misma.
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(iii) Introduccion del sustrato con agente de ensuciamiento en la columna de
relleno. En la Fig. 2.10 se puede observar el aspecto final de la columna rellena

con el sustrato.

Fig. 2.10. Detalle del sistema BSF. Disposicion del sustrato ensuciado en la
columna

(iv) Toma de la muestra de control del bafio a tiempo inicial y accionamiento de la

bomba dando lugar al comienzo del proceso de lavado.

(v) Toma de 1 mL de muestra periédicamente durante 45 minutos.

(vi) Determinacion de la concentracion de almidon en el bafio de lavado (segin

apartado 2.5.2) en funcion del tiempo.

(vii) Limpieza del dispositivo BSF. Tras finalizar cada experimento se vacia la
disolucion de lavado y se recircula agua caliente a 50 °C durante 3 ciclos de 5
minutos. La columna se limpia manualmente con un cepillo, completandose el
lavado con la recirculaciéon de agua destilada en 2 ciclos de 5 minutos de

duracion.
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El rendimiento detersivo o detergencia (De, %) se calcula en cada una de las
muestras tomadas durante el ensayo como el porcentaje de suciedad que queda en
el bafio de lavado (mnase) con respecto a la cantidad total de almidén adherido al

sustrato al inicio del proceso (maimidsn), S€giin la ecuacion:

De(%) = o100 Ec. (2.3)
almidon

La mupasose determina a partir de la concentracion de almidon retirado del
sustrato y que se encuentra suspendido o disuelto en el bafio de lavado. Se
determina por el método colorimétrico del fenol-sulftrico (apartado 2.5.2) teniendo
en cuenta el volumen de soluciéon de lavado utilizado. La cantidad de almidén total
(mamiasn)es la correspondiente a la masa de almidon seco inicial que posee el grupo
de 8 esferas utilizado en cada ensayo. Para aplicar la Ecuacion 2.3 se asume que la
composicion del bano es la misma en cada punto del sistema (hipo6tesis de mezcla
perfecta), hipotesis verificada experimentalmente. También se considera que el
volumen de muestra extraidodel BSF es despreciable (Jurado et al., 2011c). Esta
hipotesis es asumible puesto que el volumen total de muestra extraida es muy

pequeno.

2.8 Estudio de la influencia del uso de microparticulas y

nanoparticulas sobre los tensioactivos y el proceso de lavado

2.8.1 Microparticulas y nanoparticulas utilizadas

En este trabajo se han utilizado micro- y nanoparticulas de dos materiales
diferentes: silice y magnetita. Por una parte, se han usado las particulas de silice
hidréfila porosa Sipernat®50 (S50) y de silice pirogénica hidréfila no porosa
Aerosil®200 (A200) y Aerosil®380 (A380), suministradas por Evonik Industries AG
(Hanau-Wolfgang, Germany). Se trata de microparticulas y nanoparticulas
utilizadas como aditivos en gran nimero de aplicaciones industriales por su

capacidad de adsorcion y de control de la reologia y tixotropia de sistemas liquidos.
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Dentro de las particulas coloidales (nano- y micromateriales) la silice ofrece
muchas ventajas debido a que son quimicamente inertes, hidrofilicas, presentan una
gran estabilidad estructural, son aceptables para el medio ambiente y resistentes a
los disolventes organicos (Li et al., 2011). Concretamente, se han utilizado como
parte de formulaciones para lavado de suciedad alimentaria por Lee et al. (2009a) y
Soleimani et al. (2012, 2013). En la Tabla 2.8 se muestran sus principales

propiedades, segiin informacion proporcionada por el proveedor.

Tabla 2.8. Propiedades de las particulas de silice utilizadas

Sipernat 50 Aerosil 200 Aerosil 380
(S50) (A200) (A380)
Sup. especifica (mz/g) 500 200 + 25 380 £ 30
Densidad aparente (g/L) 180 50 50
Diametro medio (nm) 50000 12 7

Por otra parte, se han realizado estudios de adsorcion de tensioactivos sobre
micro- y nanoparticulas de magnetita (Fe;0,) con el fin de estudiar su utilidad como
componente de formulas detergentes. Las particulas de magnetita se utilizan cada
vez con mayor frecuencia como vehiculo para inmovilizaciéon de enzimas (entre
ellas, la a-amilasa) con maultiples aplicaciones industriales (Mukherjee et al., 2010;
Netto et al., 2013). Concretamente, se realizaron experimentos con nanoparticulas
de magnetita de diametro < 50 nm (NP50) y con microparticulas de didmetro < 5
um (MP5), ambas proporcionadas por Sigma-Aldrich con las respectivas referencias
637106-25G y 310069-25G. En la Tabla 2.9 se muestran sus principales propiedades

segun informacion del proveedor.

Tabla 2.9. Propiedades de las particulas de magnetita utilizadas

MP5 NP50
Pureza (%) 95 97
Sup. especifica (mz/g) - >60
Densidad aparente (g/mL) 4.8 -5.1 4.8 -5.1
Diametro medio (nm) < 5000 <50
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2.8.2 Disoluciones utilizadas

Los ensayos de lavado se realizaron en condiciones de pH constante 7, 10 y 13,

utilizando las siguientes disoluciones:

- Disolucion pH 7:Tamp6n fosfato 0.1 M preparado segin Serensen (1909). Se
disuelve 1.82 g de KH.PO, (PA, Panreac) y 4.47 g de Na,HPO,.2H.O (PRS,

Panreac) en 500 mL de agua desionizada.

- Disoluciéon pH 10: TampoOn carbonato-bicarbonato, preparado segin Delory y
King (1945). Disolucion acuosa de concentracion 2.87 g/L de Na.CO; (PA,
Panreac) y 1.85 g/L. de NaHCO3(PA, Panreac).

- Disolucion pH 13: Disolucién acuosa de concentracion 4.09 g/L de KCl (PA,
Panreac) y 5.80 g/L de NaOH (Sharlau).

2.8.3 Preparacion de soluciones de tensioactivos con

micro/nanoparticulas en suspension

Para el estudio de las formulaciones detergentes con microparticulas (en
adelante MP) o nanoparticulas (en adelante NP) se prepararon diversas soluciones
de tensioactivos no iénicos con estas particulas en suspension. El procedimiento,
tanto en los ensayos de lavado en el dispositivo BSF como en los experimentos de
interaccion entre los tensioactivos y las particulas, es el siguiente: se prepard una
suspension de MP o NP en la concentracion requerida, bien en agua destilada (en
los ensayos de interacciéon) o en disoluciéon a pH constante (en los ensayos de
lavado). Se aplican ultrasonidos durante 15 minutos a 250 mL de la suspension
(Sonorex RK 106S, Bandelin). Una vez obtenida la suspension de particulas, si
procede, se afiade 125 mL de soluciébn madre de tensioactivo no idnico de
concentracion 4 g/L para alcanzar una concentracion final de tensioactivo de 1 g/L.

Finalmente se enrasa hasta un volumen de 500 mL y se agita manualmente.
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2.8.4 Interaccion entre tensioactivos no idnicos Yy

micro/nanoparticulas ensoluciones acuosas

Con el fin de conocer el comportamiento de las MP y NP en el seno de una
solucion detergente se estudio la interaccion de las particulas de silice S50, A200 y
A380 con tensioactivos no ionicos (AE y APG) en solucidon acuosa. También se
estudio la interaccidn de las particulas de magnetita MP5 y NP50 con el tensioactivo
AE. La interaccion entre los tensioactivos no ionicos y las particulas se estudié en
suspensiones con concentraciones de particulas de 0 a 1.0 g/L (preparadas segin se
indica en apartado 2.8.3) y una concentracion de 1.0 g/L de tensioactivo en todas
ellas. Como blanco se utilizo6 una disolucion de tensioactivo no i6nico de 1.0 g/L sin
particulas en suspension.Una vez preparadas las suspensiones de particulas en
tensioactivo no i6nico segiin el procedimiento descrito en 2.8.3, se sometieron a
agitacion manual suave durante 5 minutos para favorecer la interaccion entre el
tensioactivo y las particulas. A continuacién se tom6 una muestra de 50 mL de cada
una de ellas y se centrifug6 durante 15 minutos a 8000 g en el equipo Universal
320R, (Hettich). Finalmente se tom6 un volumen suficiente de sobrenadante para
determinar la determinacion de la concentracion de tensioactivo no i6nico (AE o
APG) de acuerdo con el método correspondiente (ver apartados 2.5.1.1 y 2.5.1.2).
Retirando las particulas se puede estudiar si existe interaccion entre el tensioactivo
y las particulas, determinandose si éste queda retenido por adsorcion en la
superficie de las ellas (Kumar et al., 2012). En el caso de las particulas de magnetita,
éstas se retiraron aplicando un potente iman (modelo Q-40-40-20, composicion
Nd.Fe,4B y magnetizacion N42, Supermagnete), esperando hasta que la suspension

perdiera su turbidez.

2.8.5 Influencia de las particulas en la determinaciéon del

almidon

Previamente a la realizacion de los experimentos de lavado en el dispositivo BSF
y la determinacion de la detergencia por medio del método colorimétrico fenol-
sulfirico, se realizaron unas pruebas para discernir si la presencia de las particulas
en la solucion de lavado podria alterar la lectura de absorbancia y afectar al calculo
de la concentracion de almidén presente en el bafio. Para ello se prepararon mezclas

con concentraciones similares a las disoluciones utilizadas en el bano de lavado, con
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y sin particulas de silice. De cada una ellas se tomaron muestras de 1 mL a las que se
les aplico el método fenol-sulfurico segun se describe en 2.5.2. El ensayo se realizo

por triplicado. Se ensayaron las siguientes muestras:

(1) Agua destilada.

(2) Suspension de 0.1 g/L de S50 en agua destilada. Para conseguir una suspension
estable la mezcla se someti6 a ultrasonidos durante 15 minutos (ver apartado

2.8.3).

(3) Solucién de 2.0 g/L de almidéon de maiz (Maizena®) preparada a partir de
disolucion madre de 4 g/L. Se prepara a temperatura ambiente y se mantiene

en todo momento en agitacion suave para evitar la precipitacion.

(4) Solucién de 2 g/L de almidon de maiz (Maizena®) y 0.1 g/L S50. La suspension
de particulas se somete a ultrasonidos durante 15 minutos. Posteriormente, se
anade disolucién madre de almid6n y se enrasa hasta alcanzar el volumen final,

manteniendo en todo momento agitaciéon suave.

En la Tabla 2.10 se muestran las lecturas de absorbancia de cada una de las
muestras. Se puede comprobar que el porcentaje de variacion en el valor de
absorbancia entre las muestras (1) y (2), asi como entre las muestras (3) y (4), es
muy pequefio e inferior a la desviacion standard entre las tres réplicas de cada
ensayo. A partir de estos resultados se descarta la influencia de las microparticulas
de silice hidrofila sobre las medidas de absorbancia obtenidas por el método fenol-

sulfarico.
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Tabla 2.10. Influencia de S50 sobre la determinaciéon de almidon por el método
de fenol-sulfarico

Abs
Muestra Absorbancia . SD (%)
promedio
Variacion
(6)) 0.0590 0.0586 0.0558 0.0578 3.01 JE—

muestras 2.82

(2) 0.0573 0.0598 0.0613 0.0594 3.40 @y ((2)
(%)

Variacion

3) 0.2664 0.2496 0.2406  0.2522 5-19 entre

muestras -3:53

1) 0.2679 0.2207 0.2414 0.2433 9.71 3)y@)
(%)

2.8.6 Diseiio de experimentos para la modelizacion de la
detergencia en soluciones de lavado que contienenparticulas y

tensioactivos no ionicos

El estudio de la influencia de particulas sobre la detergencia alcanzada con
formulas detergentes que contienen tensioactivos no i6nicos se planificé de acuerdo
con la metodologia del Disefio Estadistico de Experimentos. Esta metodologia se
aplica fundamentalmente al analisis de problemas en los cuales la variable respuesta
a estudiar esta influenciada por otras variables, llamadas factores, y su aplicacion
tiene el objetivo final de desarrollar, mejorar y optimizar productos y procesos

(Montgomery, 2004).
Toda estrategia del Disefio de Experimentos esta orientada a establecer una

relacion causa/efecto entre los factores y las respuestas mediante la realizacion de

un nimero minimo de experimentos, presentando esta relacion la siguiente forma:
Y, =1(X,,X,,..X,) Ec. (2.4)
Donde Y; corresponde a la(s) respuesta(s) y X, Xo, ...Xx, los factores estudiados.
En este trabajo se opt6 por utilizar un disefo factorial completo para planificar

los experimentos. Este disefio se caracteriza porque se llevan a cabo todas las

posibles combinaciones de niveles de los factores (Lazi¢, 2004). El disenio factorial
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mas utilizado es el de K factores (Montgomery, 2004), cada uno de los cuales se
estudia a dos niveles que se definen por el signo + (nivel alto) y — (nivel bajo) o en
escala codificada por +1 y -1. Este tipo de disefio cuando se tienen K factores se
nombra como diseno factorial 2k. En general, el nimero total de experimentos con K

factores es 2k,

En este disefio se estudiaron tres factores con dos niveles cada uno:
concentracion de microparticula S50 (CMP en g/L, estudiada a los niveles 0 y 1), pH
(estudiado a los niveles 7 y 13) y caudal (Q en L/h, estudiado a los niveles 30 y 60),
teniendo como variable respuesta la detergencia (en %) a tiempo final del ensayo
Der (45 minutos). Por tanto, la matriz de experimentos constara de ocho ensayos. De
entre las particulas estudiadas se seleccion6 la S50 por ser la que demostr6 una
mayor interaccion con los tensioactivos no idnicos y a la vez formaba una
suspension estable en el tiempo (ver apartado 3.1.1). En la Tabla 2.11 se resumen las
condiciones de ensayo utilizadas en los disefios de experimentos con particulas S50
dentro del dispositivo BSF.

Tabla 2.11. Disefo factorial para ensayos de lavado con particulas S50. Condiciones
de operaciéon

Factores constantes

Sustrato: Esferas de acero inoxidable.

Suciedad: almidon seco.

Agitacion: 60 rpm.

Temperatura: 40 °C.

Factores Niveles
Concentracion de S50 (CMP, g/L) 0/1
pH 7/13

Caudal de circulacion (Q, L/h) 30/ 60

Graficamente, se puede representar el disefio 23 por un cubo tal y como se
muestra en la Fig. 2.11. Las flechas muestran la direcciéon de incremento de los
factores, mientras que los niimeros 1 a 8 en las esquinas del cubo hacen referencia al

“orden standard” de los experimentos (NIST, 2012)
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Fig. 2.11. Diseiio factorial completo 23. Factores X1, X2, X3.

La matriz de experimentos, expresada en términos de variables de disefo
(codificadas) y variables ensayadas (decodificadas) se muestra en la Tabla 2.12. Las
condiciones de ensayo en las que los valores de los factores equivalen al nivel o (en
valores codificados) son las condiciones del denominado “punto central”. La
realizacion de experimentos en el punto central proporciona una estimacion del
error experimental y permite la realizacion de pruebas para verificar la bondad de
ajuste del modelo. Para la planificacion de este diseno de experimentos, asi como

para el ajuste y simulacion conforme al modelo empirico generado, se ha utilizado el

X1|X3. 3

)

gxzﬂ

software Modde 6.0 (Umetrics).

Tabla 2.12. Matriz de experimentos del disefio factorial para ensayos de lavado con

3

particulas S50

Variables de diseiio

Variables ensayadas

Exp. CMP(g/L) pH Q(g/L) CMP (g/L) pH Q (L/h)
1 -1 -1 -1 0 7 30
2 1 -1 -1 1 7 30
3 -1 1 -1 0 13 30
4 1 1 -1 1 13 30
5 -1 -1 1 0] 7 60
6 1 -1 1 1 7 60
~ -1 1 1 1 13 60
8 1 1 1 1 13 60
9 0] 0] 0] 0.5 10 45

10 0] 0] 0] 0.5 10 45
11 0 0 0 0.5 10 45

Con el fin de estudiar la influencia de las microparticulas S50 en el seno de

distintas formulaciones detergentes se llevaron a cabo tres disenos factoriales
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completos, con las caracteristicas descritas en las Tablas anteriores 2.11 y 2.12,
modificando la solucion de lavado. Los disenos estudian la influencia de los factores

CMP, pH y Q en la detergencia tiempo final Derde las siguientes formulaciones:

- Diseno D1: Suspension de microparticulas S50 en solucién a pH constante (7,
10y 13).

- Diseno D2: Suspension de microparticulas S50 en solucion de AE 1.0 g/L a pH
constante (7, 10 y 13).

- Diseno D3: Suspension de microparticulas S50 en solucion de APG 1.0 g/L. a pH

constante (7, 10y 13).

2.9 Procedimiento de limpieza de superficies metalicas

mediante aplicacion de corriente continua (electrocleaning)

El dispositivo que se describe a continuacion se basa en los procedimientos de
limpieza y desinfeccion de alimentos y superficies duras basados en la electrdlisis
del agua o de soluciones salinas. Dicho dispositivo asi como el procedimiento de

limpieza desarrollado ha sido patentado por Vicaria et al. (2014).

El sistema se basa en la circulacion de corriente continua entre dos electrodos
conectados a un generador. Uno de los electrodos es la esfera de fibras de acero
inoxidable que se desea limpiar —sustrato con suciedad adherida- y el otro es una
superficie metalica de igual material que el sustrato. Entre ellos existe una la
solucion de lavado que los cubre y que cierra el circuito. En este trabajo se ha
utilizado el generador de corriente continua (en adelante, CC) TS3021S (Thandar
Instruments). Este generador va a proporcionar CC a intensidad o voltaje constante

con valores comprendidos entre 0-2 Ay 0-30 V.

En cada ensayo de limpieza se utilizan cinco esferas de fibras de acero
inoxidable ensuciadas con almidon seco de acuerdo con el procedimiento
establecido en el apartado 2.1 para la preparacion del sustrato y en 2.6 para el
ensuciado. Estas cinco esferas se conectaran a uno de los polos del generador y se
sumergen en la solucién de lavado. El otro polo se conecta una esfera de fibras de
acero inoxidable de masa similar a la suma de las masas de las cinco esferas a

limpiar (4.1 g aproximadamente).
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En la Fig. 2.12 (a) y (b) se muestra un esquema del dispositivo experimental y
las partes que lo componen: (1) calefactor (Tectron 3473200, P-Selecta) con
agitacion, que permite controlar y modificar la temperatura de ensayo; (2) bafo
termostatizado; (3) cubeta que aloja la soluciéon de lavado; (4) solucion de lavado;
(5) esferas de acero inoxidable ensuciadas con almidon seco que actian como
electrodo; (6) electrodo de polaridad opuesta y (7) es el generador de corriente
continua. Como se puede observar en la Fig. 2.12 (b), las esferas sucias se conectan
en paralelo a un polo del generador de forma que la distancia entre ellas y entre
cada esfera sucia y el electrodo opuesto sea constante en todos los experimentos,
puesto que la posicion y distancia entre los electrodos puede influir en el desarrollo

de las reacciones de electrolisis (Scheper et al., 2010).

L 1]

OO0oO|’
Begsigs D

a) Vista lateral

b) Vista superior

2 - O

Fig. 2.12. Esquema del dispositivo experimental utilizado para la limpieza con
corriente continua

El procedimiento a seguir en cada uno de los ensayos de lavado ha sido el

siguiente:
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)

(ii)

(iii)

@Giv)

)

Preparacion de la solucién de lavado.

Adicion de la solucién de lavado a la cubeta y conexién del bafio termostatico a
la temperatura elegida para el ensayo. Se medird periédicamente la
temperatura del recipiente hasta comprobar que la solucion ha alcanzado la
temperatura adecuada. A lo largo de cada experimento también se haran

controles peridédicos de temperatura.

Conexion de cada una de las cinco esferas sucias a un electrodo. Si bien en
diversos trabajos se han obtenido resultados satisfactorios en cuanto a
limpieza y desinfeccién conectando la superficie metélica a limpiar tanto al
anodo como al catodo de células electroliticas, e incluso alternando ambas
polaridades en el proceso (Naganuma et al., 1973; Chen, 2006), el estudio se
inici6 conectando las esferas sucias al catodo (polo negativo) del generador, al
modo utilizado en los procesos de limpieza catédica de metales (ver 1.5.1). La
reaccion de reduccion que tiene lugar en él genera iones OH-, aumentando la
alcalinidad en la proximidad del electrodo, lo que favorece la degradacion (y
por tanto la limpieza) del almidon (Lai et al., 2004). Como consecuencia de
esta reaccion de reduccion también se desprende H. en las proximidades del

catodo.

Conexion de una esfera de fibras de acero inoxidable en el otro polo del

generador que actuara como anodo y donde se genera O..

Regulacién del voltaje en el generador de CC para ajustarlo a las condiciones

experimentales fijadas.

(vi) Activacion de la circulacion de CC entre los electrodos y comienzo del

experimento. La CC generada se mantendra constante en voltaje durante todo

el tiempo del experimento.

(vii) Una vez transcurrido el tiempo fijado, se desconecta el generador de CC y las

esferas se extraen del bano de lavado. Posteriormente secan en estufa
(Hotcold-S, P-Selecta) a 60 °C durante 12 h. La esfera situada en el electrodo

opuesto también se extraera y se secara en la estufa de la misma forma.
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El rendimiento detersivo o detergencia (De, %) se calcula como el porcentaje de
masa de almidon retirada de las esferas sucias una vez finalizado el ensayo de
lavado. Para ello se evalia el peso de las esferas de fibras de acero antes de ensuciar,
una vez ensuciadas y tras el proceso de lavado (para lo cual se secaran en estufa
durante un minimo de 12 h). Se determina este parametro para cada una de las
cinco esferas utilizadas en cada experimento, obteniéndose la detergencia final
como el valor medio de las cinco muestras utilizadas. El calculo de la detergencia

vendra dado por la Ec. (2.5).

De(%) — malnidénla\ado . 100 — msustratoswio B msustratola/ado . 100

m m -m Ec. (2.5)

almidon sustratoswio sustrato

Igualmente, después de cada ensayo se pesara el electrodo del polo positivo
para determinar si existe variacion de masa debida al proceso de electrdlisis. Se
realizaron un minimo de tres réplicas en cada una de las condiciones
experimentales fijadas con el fin de obtener la detergencia media y la desviacion

standard de cada experimento.

En la Fig. 2.13 se muestra un momento del ensayo de lavado. Se puede observar
la generacién de burbujas producida por la liberacion de los gases producto de la
electroélisis. El desprendimiento del almidén adherido al sustrato (ver 1.5.1) tiene

lugar durante el proceso de electrolisis, quedando disperso en la solucion de lavado.

Fig. 2.13. Electrolimpieza de almid6n seco adherido a esferas de acero
inoxidable
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El dispositivo para electrolimpieza de suciedades alimentarias adheridas a
superficies metalicas permite la planificacibn de experimentos de lavado
modificando diversas variables con el fin de obtener las condiciones 6ptimas de
limpieza para la suciedad objeto de este estudio (almidon seco). En este trabajo se
estudiaron las siguientes variables y rangos de operacion, con el objetivo de

encontrar las condiciones de trabajo y la solucion de lavado 6ptimas:

- Soluciéon de lavado. Se utilizan soluciones de lavado de pH 13, 10, 7y 1. La
solucion pH 13 se prepar6 con NaOH (Sharlau). Las soluciones pH 7 y pH 10 se
prepararon segun se indica en el apartado 2.8.2. La solucién de pH 1 se prepard
utilizando HCI 37% (PA, AnalaR Normapur® de VWR). Ademas, se realizaron
ensayos de lavado con soluciones de pH 13 y 1.0 g/L de tensioactivo, utilizando

todos los tensioactivos que aparecen en la Tabla 2.1 (anidnicos y no io6nicos).

- Duracion del ensayo. Los ensayos de lavado se realizaron con una duracion

comprendida entre 10 y 20 minutos.

- Voltaje aplicado. Se estudié la limpieza mediante aplicacion de corriente

continua en un rango de 0 a10 V.

- Temperatura.La eficacia de lavado se midi6 en un intervalo de temperatura

comprendida entre 10y 60 °C.

Ademas de estas variables se realizaron ensayos para estudiar la influencia de

otros factores:

- Inversion de la polaridad. Si bien la planificaciéon experimental se realizo
priorizando la conexion de las esferas sucias al polo negativo (catodo) para
reproducir las caracteristicas de la limpieza catédica, también se realizaron
ensayos conectando las superficies a limpiar al &nodo para conocer el efecto

sobre el lavado del almidén seco.

- Mojado previo. Puesto que el medio alcalino contribuye a la degradacion del
almidon a través de cambios en sus propiedades de hinchamiento y

gelatinizacion (Wang y Copeland, 2012) se planificaron una serie de
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experimentos en los que se establecid un tiempo de mojado de las esferas en la
solucion pH 13 (de 10 o 20 minutos) previo a la generacion de corriente
continua y al inicio del proceso de electrolimpieza. Con estos ensayos se
buscaba analizar la influencia que tenia el mojado previo sobre la detergencia

alcanzada.
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Capitulo 3

Resultados

139






3. Resultados

3.1 Estudio del comportamiento de formulaciones detergentes
que contienen particulas en el lavado de almidon seco adherido

a acero inoxidable

En este apartado se estudia la detergencia obtenida en la limpieza de almid6n
seco adherido a fibras de acero inoxidable cuando se utilizan soluciones de

tensioactivos no i6nicos que incorporan micro- y nanoparticulas (MP y NP).

3.1.1 Estudio de interaccion entre soluciones acuosas de

tensioactivos no idnicos y particulas

Siguiendo el procedimiento descrito en los apartados 2.8.4 y 2.8.5 se ha
evaluado la cantidad de AE y APG que queda en el sobrenadante una vez que se
retiran las particulas de la solucion de lavado mediante centrifugacién. Las
soluciones de lavado utilizadas contienen una concentracion 1 g/L de tensioactivo y
una concentracion variable de particulas (0 - 1.0 g/L). De esta forma se pretende
estudiar la interaccion entre las particulas y los tensioactivos no ionicos
determinando si existen fendbmenos de adsorcion del tensioactivo en la superficie de

las particulas, asi como cuantificar la extension de dicho fenomeno.

Se realizaron experimentos en soluciones de 1.0 g/L de AE con las tres particulas
de silice estudiadas, las microparticulas Sipernat 50 (S50) y las nanoparticulas
Aerosil 200 (A200) y Aerosil 380 (A380). Se estudié también el comportamiento de
las particulas S50 en presencia del tensioactivo no iénico APG. Los resultados de los
experimentos con particulas de silice se muestran en las Tablas 3.1 a 3.4. En ellas se

muestran para cada concentraciéon de ensayo:

- La concentracion de tensioactivo no i6nico (Car 0 Capc) determinada a partir de
medidas de absorbancia segin el método colorimétrico correspondiente (yodo-

yoduro para el AE y antrona para el APG, apartados 2.5.1.1y 2.5.1.2).
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- El porcentaje de tensioactivo residual en el sobrenadante (%rgs), para cuyo
calculo se considera valor 100% la concentraciéon de tensioactivo medida en

ausencia de particulas.

- La desviacion estandar de la concentracién de tensioactivo residual (SD). Los

experimentos se realizaron por triplicado.

Tabla 3.1. Concentraciéon de AE en Tabla 3.3.Concentracion de AE en
sobrenadante (solucion acuosa de AE sobrenadante (solucion acuosa de AE
y particulas S50) y particulas A380)
Csso CaEe %ors SD Casso Cae ors
(g/L) (mg/L) (mg/L) (g/L) (mg/L)
0.00 965.31 100.00 - 0.00 1028.33 100.00
0.005 853.63 092.48 3.87 0.005 962.21 93.58
0.01 913.66 99.16 0.34 0.01 986.55 95.95
0.05 944.81 94.03 8.09 0.05 973.10 94.64
0.10 807.43 83.72 2.01 0.10 1003.98 97.64
0.20 818.67 84.96 6.59 0.20 1036.19 96.77
0.30 797.46 82.59 0.83 0.30 983.98 95.70
0.50 730.91 75.70 2.39 0.50 945.04 91.91
0.75 671.28 70.07 4.66 0.75 835.22 81.23
1.00 608.01 63.82 5.07 1.00 825.22 80.26
Tabla 3.2.Concentracion de AE en Tabla 3.4.Concentraciéon de AE en
sobrenadante (solucién acuosa de AE sobrenadante (soluciéon acuosa de
y particulas A200) APG y particulas S50)
Ca- Cak Csso Carc SD
@) (mgL) o0 (/L) (mg/L) "™  (mg/L)
0.00 1026.46  100.00 0.00 1079.52  100.00 -
0.005 1020.73  100.32 0.005  1049.52 97.84 3.93
0.01 1026.28  99.98 0.01 1013.86 95.14 7.46
0.05 996.11 97.04 0.05 980.00 91.92 5.74
0.10 1010.35  98.43 0.10 1023.98  94.28 2.96
0.20 1007.96 98.20 0.20 952.41 90.93 4.08
0.30 972.74 94.77 0.30 1125.06 103.93 6.50
0.50 956.81 93.21 0.50 951.33 90.46 3.53
0.75 919.47 89.58 0.75 1057.35 98.30 8.03
1.00 813.45 79.25 1.00 1135.78 101.20 6.06
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Igualmente, se ha obtenido el porcentaje de tensioactivo AE residual que queda
en sobrenadante en soluciones de 1.0 g/L de tensioactivo y concentraciones
variables de particulas de magnetita (0 a 0.1 g/L) una vez que las particulas han sido
retiradas mediante un imén, de acuerdo con el procedimiento descrito en 2.8.4. Se
realizaron experimentos con nanoparticulas de magnetita de didmetro < 50 nm
(NP50) y con microparticulas de diametro < 5 um (MP5). Los resultados se

muestran en las Tablas 3.5 a 3.6.

Tabla 3.5.Concentracion de AE en Tabla 3.6. Concentracion de AE en
sobrenadante (soluciéon acuosa de AE y sobrenadante (soluciéon acuosa de AE y
particulas NP50) particulas MP5)
Cnrso  Car(mg o SD Cwmrs Cae o
JORES YoRES
(g/L) /L) (mg/L) (g/L) (mg/L)
o 1022.30 100.00 - o 997.28 100.00
0.005 932.09 91.19 7.08 0.005 965.15 96.78
0.01 913.32 89.36 8.54 0.01 942.65 94.52
0.05 870.02 85.32 4.28 0.05 018.33 92.08
0.1 834.00 81.59 3.82 0.1 935.57 93.81

Las microparticulas de silice S50 y las nanoparticulas de magnetita NP50 a la
misma concentracién de 0.1 g/L son las que han mostrado una mayor interaccion
con el tensioactivo no idnico AE por lo que resultan mas interesantes a la hora de
estudiar la influencia que pueden ejercer sobre la detergencia de soluciones de
tensioactivo y particulas. De entre ellas se seleccionaron las particulas de silice S50
para el estudio de la detergencia por presentar una mayor estabilidad en suspension
hasta concentraciones de 1.0 g/L (se comprobo6 que las suspensiones de MP y NP de
silice obtenidas segun el procedimiento descrito en 2.8.3 no mostraron precipitado
alguno hasta 30 minutos después de preparadas) Por el contrario, las particulas de
magnetita precipitan con facilidad debido a la alta densidad de las mismas. Esto
impide que se estabilicen en solucién a concentraciones superiores a 0.1 g/L por lo
que el estudio de interaccion entre los tensioactivos y estas particulas no se llevo

mas alli de dicha concentracion.
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3.1.2 Estudio de la eficacia de lavado del almidén seco con

formulaciones detergentes que contienen particulas

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.7, se realizaron ensayos de
lavado de almidén seco en el dispositivo BSF modificando las variables pH,
concentracion de particulas Sipernat 50 (CMP) y caudal de recirculacion (Q) de
acuerdo con la matriz de experimentos generada mediante aplicacion de un diseno
diseno factorial completo 23(ver apartado 2.8.6). Esa matriz de experimentos se

aplico a tres tipos de formulaciones de lavado:

- Disefno D1: Suspension de microparticulas S50 en solucion a pH constante (7,
10y 13).

- Diseno D2: Suspension de microparticulas S50 en soluciéon de AE 1.0 g/L a pH
constante (7, 10 y 13).

- Diseno D3: Suspension de microparticulas S50 en solucién de APG 1.0 g/L a

pH constante (7, 10 y 13).

En cada ensayo de lavado (procedimiento descrito en 2.7) se tomaron muestras
a tiempo inicial, 5, 10, 20, 30 y 45 minutos, evaludndose los resultados de
detergencia a cada tiempo de ensayo. En los siguientes apartados se muestran los
resultados de las tres matrices de experimentos expresados en funcion de la variable
respuesta, detergencia a tiempo final (De;, %) de cada experimento individual.
Previamente en el apartado 3.1.2.1 se define como se evalia la detergencia a partir

de las muestras del bafio de lavado extraidas a cada tiempo de ensayo.

Finalmente, en el apartado 3.1.2.3 se muestran los resultados de una serie de
ensayos complementarios que se realizaron para completar el estudio de la
influencia de las particulas S50 en la detergencia de soluciones pH13, puesto que

los méaximos de detergencia se encontraron en las soluciones de mayor alcalinidad.
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3.1.2.1 Calculo de la detergencia a partir de los ensayos de lavado

El calculo de la detergencia (De, %) indicado en la Ecuacién 2.3 también se
puede expresar en funcién de la concentracion de almidon medida en las muestras
extraidas del BSF. Asi, la detergencia obtenida a cada tiempo se puede calcular

como:

C. ..
— _ _almdon 100 Ec. (3.1)

De,
C

almidon max

Donde Camidsn(mg/L) es la concentracion de almidén en la soluciéon de lavado a
tiempo t. Esta concentracion de almidon se determina mediante el método
colorimétrico del fenol-sulfurico, a partir de la absorbancia de la muestra (restando
la absorbancia de la solucion de lavado a tiempo inicial) y la recta de calibrado
(preparada a partir de D-glucosa), el factor de diluciéon FD y un factor de correcciéon
0.9 que representa la relacion estequiométrica entre almidéon y glucosa en la
hidrolisis acida del almidéon (Lampitt et al., 1947; Jaiswal y Prakash, 2011) (ver

apartado 2.5.2).

_ Abs 44, — Abs 490(1=0)

Conidon = -FD-0.9 Ec. (3.2)
0.009937

Por otra parte, Camidonmax(mg/L) es la concentracion maxima de almidén que
podriamos alcanzar si obtuviéramos un 100% de detergencia, teniendo en cuenta
que el volumen de soluciéon de lavado es de 0.5 L. La masa de almidon adherido al
sustrato se calcula por diferencia de pesada entre las esferas de acero inoxidable sin
ensuciar (Msustrato) Y Una vez ensuciadas y secas (Msustrato sucio) tal y como se indica en

la ecuacion siguiente:

C

almidénmex — msumms‘”(i)"s Mhustao 100 Ec. (3.3)

En cada uno de los ensayos de lavado se evalu6 la detergencia final mediante
dos procedimientos, seglin se indica en la Ecuacion 3.1 y por diferencia de pesada
entre la masa de almidén que contienen las esferas antes de iniciar el ensayo y la
masa de almidon residual una vez finalizado el experimento (una vez secadas las

esferas en estufa durante un minimo de 12 h). De este modo se comparan los
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resultados obtenidos por ambos métodos y se comprueba la bondad de los
procedimientos analiticos utilizados. Asi, la detergencia por diferencia de pesada se

expresaria como:

De — msustratoswio _msustratola/ado . 100 Ec- (3.4)

peso45min
m

sustratoswio Insustrato

Donde Depeso 45 min €S 1a detergencia evaluada por diferencia de pesada al cabo de
los 45 minutos que dura el ensayo, msustrato €S 1la masa de las esferas de acero
inoxidable sin ensuciar, msustratosucio €S la masa de las esferas sucias antes de
comenzar el ensayo y msustratolavado 12 masa de las esferas tras el ensayo de lavado y

secadas en estufa.

Para cada experimento propuesto en las matrices D1, D2 y D3 se realizaron un

minimo de tres réplicas.

A continuacién se describe de forma detallada el tratamiento de los datos
experimentales obtenidos, siguiendo el procedimiento que se acaba de definir para
la obtencion de los resultados de detergencia correspondientes a cada combinacion
de factores CMP, pH y Q en los disefios de experimentos D1, D2 y D3. A modo de
ejemplo se muestran los resultados del experimento perteneciente al disefio D1
(Bafio de lavado - soluciéon pH constante sin tensioactivos): CMP = o g/L, pH =

13, Q = 30 L/h, que en adelante se identificara como D1-0-13-30.
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Tabla 3.7. Limpieza de almidon seco adherido a acero inoxidable. Parametros
constantes: Agitacion = 60 rpm, T = 40 °C. Variables: CMP = 0 g/L,pH =13,Q = 30
L/h. Experimento D1-0-13-30

e
Ensayo 1. Caimidénmax = 3676.2 mg/L
o 0.0646 0.00 0.00
5 0.0647 0.91 0.02
10 0.0678 28.98 0.79
20 0.1019 337.82 9.19
30 0.1492 766.22 20.84
45 0.1731 082.68 26.73
Ensayo 2. Caimidénmax = 3755.4 mg/L
0 0.0525 0.00 0.00
5 0.0594 62.49 1.66
10 0.0718 174.80 4.65
20 0.1308 709.16 18.88
30 0.1464 850.45 22.65
45 0.1814 1167.44 31.09
Ensayo 3. Caimidénmax = 3841.0 mg/L
o} 0.0546 0.00 0.00
5 0.0578 60.68 1.58
10 0.0725 193.82 5.05
20 0.1144 573.30 14.93
30 0.1422 825.09 21.48
45 0.1682 1060.57 27.61

Para cada experimento se obtuvo la detergencia media de todas las réplicas a
cada tiempo ensayado (De) y su desviacion estandar (SD). A modo de ejemplo en la

Tabla 3.8 y Figura 3.1 se muestran los resultados obtenidos en el experimento D1-0-

13-30.
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Tabla 3.8. Limpieza de almidon seco adherido a acero inoxidable. Parametros
constantes: Agitacion = 60 rpm, T = 40 °C. Variables: CMP = 0 g/L,pH =13,Q = 30
L/h. Experimento D1-0-13-30. Resultados medios

Tiempo o o
(min) De (%) SD (%)

0 0.00 0.00

5 0.27 2.34

10 3.50 2.35

20 14.33 4.87

30 21.66 0.91

45 28.48 2.30

De (%)

0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)

Fig. 3.1.Limpieza de almidon seco adherido a acero inoxidable. Parametros
constantes: Agitacion = 60 rpm, T = 40 °C. Variables: CMP = o0 g/L, pH =13, Q = 30
L/h. Experimento D1-0-13-30. Detergencia en funcion del tiempo obtenida en las diferentes
réplicas del experimento (Ensayo 1 (¢), Ensayo 2 (o) y Ensayo 3 (A)). La linea indica la tendencia
de la detergencia media (e)

Finalmente, para cada ensayo individual se ha evaluado la masa de las esferas
de acero inoxidable limpias (msustrato), @ comienzo del experimento (Msustratosucio) Y
una vez se produjo el ensayo de lavado (Msustratolavado) 10 que permite calcular la
Camidénmaxy la detergencia alcanzada al final del proceso. A modo de ejemplo, en la
Tabla 3.9 se muestra la detergencia a tiempo final (45 min) obtenida por diferencia

de pesada (Depesossmin)-
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Tabla 3.9. Limpieza de almidon seco adherido a acero inoxidable. Parametros
constantes: Agitacion = 60 rpm, T = 40 °C. Variables: CMP = 0 g/L,pH =13,Q = 30
L/h. Experimento D1-0-13-30. Calculo de la detergencia por diferencia de pesada

IMsustrato (g) IMsustratosucio (g) IMsustratolavado (g) Depeso45min (%)

Ensayo 1 6.5864 8.4245 7.92906 26.92
Ensayo 2 6.6241 8.5018 8.0178 25.78
Ensayo 3 6.6267 8.5472 8.0737 24.66

En todos los experimentos realizados se verifica que la detergencia media
obtenida a tiempo final calculada por diferencia de pesada de las esferas es similar a
la obtenida analiticamente por determinacion con el método fenol-sulfirico. En el
ensayo que se ha utilizado a modo de ejemplo (D1-0-13-30) se obtuvieron unos
valores medios para la detergencia final de 25.79% (por diferencia de pesada) y
28.48% (por determinaciéon con el método fenol-sulfurico). Las diferencias

encontradas no son estadisticamente significativas.

3.1.2.2 Diseiio de experimentos para modelizacion de la detergencia

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.8.6, se realizaron tres series
de experimentos (disenos D1, D2 y D3) en los que las variables de disefio (o
factores) fueron la concentracion de particulas S50 (CMP), el pH y el caudal de
recirculacion (Q). La variable respuesta es la detergencia a tiempo final (Des). En las
Tablas 3.10 a 3.12 se presentan los resultados obtenidos en estos disefios. En ellas se
muestra el nimero del experimento (N° Exp.), el orden de ejecucion del 1 al 11
(Orden) segtin el namero de experimentos minimo fijado en la matriz del disefio
factorial (ver Tabla 2.12), los valores de los factores y los valores de la variable
respuesta. Se muestran todas las réplicas realizadas para cada experimento, asi
como las variables de operacion que se han mantenido constantes en todos los

€nsayos.

El orden de ejecucion se establece al azar, puesto que la distribucion aleatoria
ayuda a que todas las observaciones estén afectadas por igual por fuentes
desconocidas de error y garantiza la independencia de los experimentos (Dean y
Voss, 1999). Las réplicas de cada uno de los experimentos se realizaron de forma

consecutiva.
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Tabla 3.10. Planificacion de experimentos para la limpieza de almidén seco
adherido a acero inoxidable. Diseiio D1

Diseiio_D1

Suciedad_ Almidon gelatinizado y secado

Sustrato__ Esferas de fibras de acero inoxidable

Baio de lavado_ Suspension de S50 en solucion a pH 7, 10 0 13
Temperatura_40 °C

Agitacion del baiio de lavado_ 60 rpm

N¢ Exp. Orden CMP (g/L) pH Q (L/h) De¢ (%)
1 11 0 7 30 0.19
2 11 0 7 30 0.15
3 8 1 7 30 0.33
4 8 1 7 30 0.88
5 9 O 13 30 26.73
6 9 0 13 30 31.09
7 9 0 13 30 27.61
8 4 1 13 30 27.15
9 4 1 13 30 25.46
10 4 1 13 30 28.79
11 4 1 13 30 25.86
12 4 1 13 30 23.76
13 10 0 7 60 0.12
14 10 0 7 60 0.43
15 3 1 7 60 1.05
16 3 1 7 60 0.35
17 6 0 13 60 37.86
18 6 0 13 60 29.36
19 6 0 13 60 33.73

20 7 1 13 60 20.14
21 7 1 13 60 36.66
22 7 1 13 60 29.54
23 5 0.5 10 45 0.42
24 2 0.5 10 45 1.53
25 1 0.5 10 45 1.14
26 1 0.5 10 45 1.16
27 1 0.5 10 45 0.02
28 1 0.5 10 45 0.51

Es importante la repeticion del experimento en el punto central, ya que
proporciona al modelo una estimaciéon del error experimental. A partir de esta
estimacion se pueden evaluar los efectos y verificar la bondad de ajuste del modelo.

Ademas, la adicion de puntos centrales a la matriz de experimentos permite
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observar posibles efectos de curvatura en el modelo, lo que indicaria la necesidad de

anadir algunos términos cuadraticos (Montgomery, 2004).

Tabla 3.11. Planificacion de experimentos para la limpieza de almidén seco
adherido a acero inoxidable. Disefio D2

Diseifio_D2

Suciedad_ Almidén gelatinizado y secado

Sustrato__ Esferas de fibras de acero inoxidable

Baino de lavado_ Suspension de S50 en solucion de AE 1 g/La pH constante
Temperatura_40 °C

Agitacion del baiio de lavado_ 60 rpm

N¢ Exp. Orden CMP (g/L) pH Q (L/h) Des (%)
1 10 0] 7 30 0.34
2 10 0] 7 30 4.35
3 3 1 7 30 0.39
4 3 1 7 30 0.98
5 6 0 13 30 19.18
6 6 0 13 30 25.72
7 6 0 13 30 19.72
8 6 0 13 30 24.13
9 8 1 13 30 12.54
10 8 1 13 30 14.64
11 8 1 13 30 24.72
12 8 1 13 30 15.45
13 2 0 7 60 0.65
14 2 0 7 60 0.37
15 1 1 7 60 0.20
16 1 1 7 60 0.34
17 11 0] 13 60 28.06
18 11 o) 13 60 32.22
19 11 o) 13 60 27.34

20 11 o) 13 60 29.15
21 11 0 13 60 38.90
22 4 1 13 60 22.53
23 4 1 13 60 22.62
24 4 1 13 60 20.90
25 5 0.5 10 45 0.50
26 9 0.5 10 45 0.88
27 7 0.5 10 45 0.12
28 7 0.5 10 45 1.54
29 7 0.5 10 45 0.59
30 7 0.5 10 45 0.75
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Tabla 3.12. Planificacion de experimentos para la limpieza de almidon seco
adherido a acero inoxidable. Disefio D3

Diseiio_D3

Suciedad_ Almido6n gelatinizado y secado

Sustrato__ Esferas de fibras de acero inoxidable

Bano de lavado_ Suspension de S50 en solucion de APG 1 g/L a pH constante
Temperatura_40 °C

Agitacion del baiio de lavado_60 rpm

N©° Exp. Orden CMP (g/L) pH Q (L/h) Des (%)
1 6 0 7 30 0.18
2 6 0 7 30 0.34
3 1 0] 13 30 23.46
4 1 o 13 30 24.73
5 1 0 13 30 24.87
6 1 0 13 30 25.91
7 1 0 13 30 29.27
8 4 1 13 30 23.11
9 4 1 13 30 24.72
10 4 1 13 30 18.55
11 7 0 7 60 0.89
12 7 0 7 60 0.72
13 2 1 7 60 0.33
14 2 1 7 60 1.20
15 8 0] 13 60 29.71
16 8 0] 13 60 27.14
17 8 0 13 60 28.27
18 3 1 13 60 39.02
19 3 1 13 60 38.42

20 3 1 13 60 38.36
21 11 o) 10 60 0.65
22 10 0.5 10 45 0.05
23 9 0.5 10 45 0.30
24 5 0.5 10 45 0.56
25 5 0.5 10 45 1.28
26 5 0.5 10 45 0.85
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3.1.2.3 Influencia de la concentracion de particulas sobre la
detergencia en suspensiones de pH 13 con y sin tensioactivos no

i6nicos

El analisis de la detergencia obtenida con los tres disefios de experimentos
indica que el pH tiene un efecto decisivo sobre la detergencia, siendo ésta
practicamente nula en soluciones tampén de pH 7 o 10 con independencia de la
concentracion de S50, el caudal o la presencia de los tensioactivos AE o APG. Solo
cuando la formulacién de lavado presenta un pH 13 se obtienen detergencias
elevadas. Por este motivo se ampli6 el estudio de la detergencia obtenida con

soluciones de pH 13 que contienen particulas S50 (rango de concentraciéon 0-1.0
g/L).

Para estudiar si los fenomenos de interaccion entre las particulas S50 y el
tensioactivo, y por tanto sus posibles efectos en la detergencia, se podian detectar a
una baja concentracion de particulas se realizaron experimentos que incluian una
concentracion 0.1 g/L de particulas S50. Con esta concentracion se realizaron
ensayos de lavado adicionales en solucion pH 13 y a los dos valores extremos de
caudal utilizados en los disefios de experimentos. En la Tabla 3.13 se resumen las

condiciones de ensayo de estos experimentos adicionales.

Tabla 3.13. Detergencia de soluciones de tensioactivos y particulas S50 a pH=13.
Condiciones de ensayo

Factores constantes

Sustrato: Esferas de acero inoxidable

Suciedad: almidon seco

Agitacion: 60 rpm

Temperatura: 40 °C

Concentracion de S50: 0.1 g/L

pH:13
Variables Valores ensayados
Caudal de circulacién (L/h) 30/ 60
Tensioactivo no i6nico (1.0 g/L) Sin tensioactivo / AE / APG

Cada uno de estos experimentos se realizo por triplicado. Por su especial interés
en las tablas 3.14 a 3.19 se muestran los resultados de detergencia media (De, %) y

desviacion estandar (SD, %) en funcién del tiempo de todos los ensayos de lavado
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realizados a pH 13, incluyendo tanto los pertenecientes a los disefios de
experimentos D1, D2 y D3 como los experimentos adicionales a CMP = 0.1 g/L. En
estos resultados se puede observar la evolucion de la detergencia hasta su valor a

tiempo final (45 minutos) en funcién de los factores Q y CMP.

Tabla 3.14. Influencia de la concentracién de particulas S50 (CMP) sobre la
detergencia de soluciones a pH=13. Sin tensioactivo, Q=30 L/h

CMP =0 g/L CMP =o0.1g/L CMP =1g/L
t, min De (%) SD (%) De (%) SD (%) De (%) SD (%)
o 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 1.62 0.06 0.11 0.13 2.79 0.28
10 4.85 0.28 2.53 0.50 4.97 0.49
20 16.90 2.80 9.04 2.06 11.22 3.63
30 22.06 0.82 16.17 2.96 16.28 2.66
45 28.48 2.30 24.63 1.81 26.20 1.89

Tabla 3.15. Influencia de la concentracién de particulas S50 (CMP) sobre la
detergencia de soluciones a pH=13. Sin tensioactivo, Q=60 L/h

CMP =0 g/L CMP = 0.1g/L CMP =1g/L
t, min De (%) SD (%) De (%) SD (%) De (%) SD (%)
o 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 4.41 0.36 4.50 1.86 8.28 0.30
10 7.29 0.12 9.47 1.72 12.35 2.37
20 21.18 0.79 15.94 0.99 21.41 1.35
30 28.37 1.11 26.61 0.50 24.72 0.00
45 33.65 4.25 34.08 3.26 32.11 3.95

Tabla 3.16. Influencia de la concentracién de particulas S50 (CMP) sobre la
detergencia de soluciones a pH=13. Concentracion AE= 1.0 g/L, Q=30 L/h

CMP =0 g/L CMP = 0.1g/L CMP=1g/L
t, min De (%) SD (%) De (%) SD (%) De (%) SD (%)
o 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 0.75 0.49 3.01 0.55 0.36 0.03
10 1.40 0.48 3.70 0.79 1.85 0.41
20 7.79 0.52 9.30 1.95 5.79 0.69
30 10.48 1.48 12.09 2.12 11.11 2.04
45 22.19 3.23 21.05 1.74 16.84 1.13
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Tabla 3.17. Influencia de la concentracion de particulas S50 (CMP) sobre la
detergencia de soluciones a pH=13. Concentracion AE= 1.0 g/L, Q=60 L/h

CMP =0 g/L CMP = 0.1 g/L CMP=1g/L
t, min De (%) SD (%) De (%) SD (%) De (%) SD (%)
o 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 1.52 0.09 3.90 0.96 3.27 0.51
10 5.88 0.08 11.99 2.17 5.14 0.60
20 16.08 1.11 18.02 4.26 13.77 1.01
30 22.81 0.95 22.66 2.88 16.77 0.25
45 31.13 4.73 30.95 2.79 22,02 0.97

Tabla 3.18. Influencia de la concentracion de particulas S50 (CMP) sobre la
detergencia de soluciones a pH=13. Concentraciéon APG= 1.0 g/L, Q=30 L/h

CMP =0 g/L CMP = 0.1 g/L CMP=1g/L
t, min De (%) SD (%) De (%) SD (%) De (%) SD (%)
] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 0.84 0.85 2.07 0.52 2.27 0.16
10 6.45 0.76 8.36 0.78 3.57 2.96
20 10.02 0.90 11.53 1.13 8.76 1.48
30 17.76 1.60 17.80 1.50 17.45 1.29
45 25.65 2.20 26.98 2.84 22.13 3.20

Tabla 3.19. Influencia de la concentracion de particulas S50 (CMP) sobre la
detergencia de soluciones a pH=13. Concentracion APG= 1.0 g/L, Q=60 L/h

CMP =0 g/LL CMP = 0.1g/L CMP =1g/L
t, min De (%) SD (%) De (%) SD (%) De (%) SD (%)
o 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 2.80 0.18 7.58 0.54 3.69 1.04
10 6.96 0.04 11.10 0.56 8.73 0.22
20 15.61 0.29 25.90 2.04 23.41 0.28
30 23.18 0.56 29.61 1.62 30.56 2.03
45 28.37 1.28 34.39 0.65 38.60 0.37
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3.2 Estudio del comportamiento de formulaciones detergentes
que contienen a-amilasa en el lavado de almidén seco adherido

a acero inoxidable

En este apartado se muestran los experimentos realizados para evaluar la
actividad que muestra la enzima a-amilasa en presencia de tensioactivos con el fin
de determinar su estabilidad en las soluciones detergentes que los contienen.
También se evalia la capacidad detersiva que presentan formulaciones que
contienen a-amilasa en el proceso de lavado de almidon seco adherido a acero
inoxidable. Se ha estudiado la influencia que tiene sobre la detergencia la
concentracién de enzima, la temperatura y la presencia de tensioactivos, tanto

aniénicos como no idénicos.

3.2.1Actividad de la enzima a-amilasa en presencia de

tensioactivos

Se ha determinado la actividad de la enzima a-amilasa en soluciones que
contienen distintos tensioactivos, anionicos y no i6nicos, mediante el método DNS
descrito en el apartado 2.5.4. Las condiciones utilizadas en el ensayo de actividad
(pH 7, 60 °C, concentracion de enzima (0.06 g/L), concentraciéon de almidon (2.0
g/L) y tensioactivo (1.0 g/L)) son similares a las utilizadas en los ensayos de lavado
realizados en el dispositivo BSF de forma que pueda compararse la actividad que

presenta la enzima con la detergencia alcanzada.

En la Tabla 3.20 se muestra la actividad que presenta la enzima en ausencia de
tensioactivos (A), asi como la actividad en presencia de cada uno de los
tensioactivos ensayados (Ar) y la actividad relativa (AR) obtenida como cociente
entre A y Ar para cada una de las cinco réplicas realizadas. La definicion de unidad
de actividad enzimatica (U) y su calculo a partir de los valores de absorbancia

medidos segtin el método DNS se describen en el apartado 2.5.4.1.
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Tabla 3.20. Actividad de la enzima a-amilasa en ausencia y presencia de
tensioactivos

pH_7

Temperatura_ 60 °C

Tiempo de incubacién_ 5 minutos
Concentracion almidon_ 2.0 g/L
Concentracion enzima_ 0.06 g/L
Concentracion tensioactivo_1.0 g/L

Tensioactivo A (U) Az (U) AR (%)
9.07 8.66 95.51

8.90 . 89.76

AE ?8 . zz 1091 Zo

(alcohol graso etoxilado) 9 9- '

7.61 6.47 84.97

7.08 6.77 95.62

9.07 8.90 98.16

8.90 8. 6.08

APG ?8 105% 191 o

(alquilpoliglucésido) 9 3 3-04
7.61 7-29 95.82

7.08 5.55 78.42

9.07 8.81 97.22

PGE-OE2 8.90 8.67 97.39
(éster de glicerina 9.18 10.10 110.05
polietoxilado) 7.61 7.15 93.94
7.08 7.17 101.37
9.07 9.10 100.43

PGE-OE17 8.90 10.58 118.86
(éster de glicerina 9.18 10.69 116.38
polietoxilado 7.61 7.12 93.58
7.08 6.42 90.74

9.07 7.43 81.96

ECA-OE3 8.90 8.56 96.17
(4cido alquil éter 9.18 9.04 98.48
carboxilico) 7.61 6.88 90.37
7.08 6.07 85.71

9.07 9.20 101.45
ECA-OE10 8.90 9.32 104.70
(4cido alquil éter 9.18 8.67 94.39
carboxilico) 7.61 7.55 99.24
7.08 7.58 107.26

9.07 8.52 93.93

LAS 8.90 8.03 90.20
(lineal 9.18 10.43 113.63
alquilbencenosulfonato) 7.61 6.45 84.82
7.08 6.27 88.61
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3.2.2 Evaluacion de la detergencia de almidon seco adherido a
acero inoxidable obtenida mediante soluciones de lavado que

contienena-amilasa

En este apartado se presenta la detergencia alcanzada en los ensayos de lavado
de almidon seco adherido a esferas de acero inoxidable mediante soluciones que
contienen a-amilasa. Se ha estudiado la influencia que tienen dos variables
(concentracion de enzima (CE) y temperatura (T)) sobre la detergencia (De) a pH 7,
valor en el que la enzima presenta una actividad optima segtn el fabricante (ver
2.4). También se realizaron ensayos de lavado con soluciones enzimaticas que
contenian microparticulas de silice Sipernat 50 (1.0 g/L) para estudiar la posible
interaccion enzima-particula. Los ensayos se han realizado en el dispositivo BSF de
acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 2.7. La metodologia utilizada
fue la misma que en los experimentos de lavado realizados con soluciones con
microparticulas de silice. Para cada experimento se realiz6 un minimo de tres

réplicas.

El tratamiento de los datos experimentales generados en este apartado, asi
como en el apartado posterior 3.2.3, se realiza siguiendo las mismas pautas de los
ensayos de lavado realizados con soluciones que contenian microparticulas
(apartado 3.1.2). A modo de ejemplo se muestran los resultados del experimento
realizado con una concentracion de enzima CE = 0.06 g/Ly a la temperatura de 60
°C. En la Tabla 3.21 se muestran los valores de detergencia en funciéon del tiempo

para cada una de las tres réplicas realizadas, donde:

- Camidénmax €s la concentracion de almidon a tiempo cero, calculada a partir de la

masa de almidon retenido en cada conjunto de esferas segtn la Ec. 3.3.

- Camidsn €s la concentracion de almidon en la solucién de lavado en un tiempo
determinado, determinada por el método colorimétrico fenol-sulfurico y

calculada mediante la Ec. 3.2.

El céalculo de estos parametros se ha llevado a cabo segin lo descrito en el

apartado 3.1.2.1y los resultados se muestran en la Tabla 3.21.
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Tabla 3.21. Limpieza de almidén seco adherido a acero inoxidable. Parametros
constantes: Agitacion = 60 rpm, pH =7. Variables: CE = 0.06 g/L, T = 60 °C.
Resultados experimentales

Ty e Gy Deo
Ensayo 1. Caimidénmax = 3902.8 mg/L
0 0.0518 0.00 0.00
5 0.0592 67.02 1.72
10 0.0803 258.12 6.61
20 0.1122 547.04 14.02
30 0.1632 1008.94 25.85
45 0.2035 1373-94 34.87
Ensayo 2. Caimidénmax = 4279.6 mg/L
0] 0.0539 0.00 0.00
5 0.0611 65.21 1.52
10 0.0848 279.86 6.54
20 0.1115 521.68 12.19
30 0.162 979.056 22.88
45 0.2357 1646.55 39.18
Ensayo 3. Caimidénmax = 4368.6 mg/L
0 0.0539 0.00 0.00
5 0.0616 69.74 1.60
10 0.0810 245.44 5.62
20 0.1164 566.06 12.96
30 0.1559 023.81 21.15
45 0.2297 1592.21 36.45

En cada experimento se obtuvo la detergencia media De para cada tiempo
analizado y su desviacion estandar. Para el experimento realizado con CE = 0.06

g/Ly T = 60 °C se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 3.22 y la Fig. 3.2.
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Tabla 3.22. Limpieza de almidon seco adherido a acero inoxidable. Parametros
constantes: Agitacion = 60 rpm, pH =7. Variables: CE = 0.06 g/L, T = 60 °C.
Resultados medios

Tiempo (min) De (%) SD (%)
o) 0.00 0.00
5 1.61 0.10
10 6.25 0.55
20 13.05 0.92
30 23.29 2.38
45 36.83 2.18

De (%)

0 T T T T

0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)

Fig. 3.2. Limpieza de almidén seco adherido a acero inoxidable. Parametros
constantes: Agitacion = 60 rpm, pH =7. Variables: CE = 0.06 g/L, T = 60
OC.Detergencia en funcion del tiempo obtenida en las diferentes réplicas del experimento
(Ensao1 ( ), Ensayo 2 (o) y Ensayo 3 (A)). La linea indica la tendencia de la detergencia
media (e)

En esta Figura se puede observar que el error experimental (representado por
las barras de error) es menor al mostrado en la Figura 3.1, representativa de los
ensayos de lavado a pH 13 con particulas. En general la desviacion standard entre
réplicas en los ensayos con soluciones enzimaticas fue menor a la obtenida entre los
ensayos a pH 13 debido a que el bafio de lavado con solucién enzimatica presenta
una mayor homogeneidad durante todo el experimento. En los ensayos de lavado

con pH 13 se observaban trozos de suciedad desprendidos y suspendidos en el bafio
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que afectaban a la toma de muestras. Esto se debe sin duda a diferencias en los

mecanismos de detergencia que tienen lugar en soluciones alcalinas y enzimaticas.

Finalmente, para cada ensayo individual se han registrado los pesos de las
esferas antes de ser ensuciadas, sucias y tras el ensayo de lavado. Estos datos
permiten calcular Camidsnmax y por tanto la detergencia mostrada en la Tabla 3.21, asi
como la detergencia por diferencia de pesada Depesossmin, que se muestra en la Tabla
3.23. Este valor se utiliza como comprobacion de la detergencia a tiempo final

obtenida mediante la determinaciéon de almidon por el método fenol-sulfarico.

Tabla 3.23. Limpieza de almidon seco adherido a acero inoxidable. Parametros
constantes: Agitacion = 60 rpm, pH =7. Variables: CE = 0.06 g/L, T = 60 °C. Calculo
de la detergencia por diferencia de pesada

Msustrato (g) IMsustrato sucio (g) Msustrato lavado (g) Depeso45min (%)
Ensayo 1 6.5934 8.5448 7.7867 38.85
Ensayo 2 6.6035 8.7433 7.7425 46.77
Ensayo 3 6.5514 8.7357 7.9057 38.00

Al igual que en 3.1.2.1 se puede comprobar que la detergencia media a tiempo
final calculada por diferencia de pesada de las esferas (41.21%, con una desviacion
standard del 4.84%) es estadisticamente similar a la obtenida mediante la
determinacion con el método fenol-sulftrico (36.83%, con una desviaciéon standard
del 2.18%).

Siguiendo esta metodologia, se llevo a cabo una serie de ensayos de lavado con
el fin de determinar la detergencia que presentaban soluciones de a-amilasa (pH 7),
estudiando la influencia de las variables CE (0.03 — 1.00 g/L) y T (40-60 °C),

manteniendo el resto de parametros de operacion constantes.

Por otro lado, en diversos estudios se ha detectado un posible efecto sinérgico
en la detergencia de soluciones enzimaticas cuando la enzima se encuentra
inmovilizada por adsorcion fisica en micro- o nanoparticulas de silice (Soleimani et
al., 2012,2013) o simplemente cuando enzima y nanoparticulas se anhaden
simultaneamente sobre depodsitos de almidon (Lee et al.,, 2009a). Con el fin de
detectar este posible efecto en los ensayos de lavado en BSF se realizé un ensayo con

soluciones detergentes que contienen 1.0 g/L de las particulas de silice Sipernat 50
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(S50), CE = 0.06 g/Ly T = 60 °C, siguiendo el procedimiento de preparacion de la

solucion de lavado descrito en el apartado 2.7. En la Tabla 3.24 se resumen las

condiciones experimentales de todos los ensayos de lavado realizados con

soluciones enzimaticas. De todos los experimentos se realizaron al minimo tres

réplicas.

Tabla 3.24. Evaluacion de la detergencia que presentan soluciones con a-amilasa.

Variables ensayadas

Factores constantes

Sustrato: Esferas de acero inoxidable

Suciedad: almidon seco

Agitacion: 60 rpm

Caudal: 30 L/h

pH: 7 (tampon fosfato 0.1 M)

Variables
Temperatura Concentraciéon enzima Concentracion S50
(T, °0) (CE, g/L) (CMP, g/L)
40 0.06 0.00
0.03 0.00
60 0.06 0.00 / 1.00
0.15 0.00
1.00 0.00

En las tablas 3.25 a 3.27 se muestran los resultados de detergencia media (De,

%) y desviacion standard (SD, %) obtenidos en funcién del tiempo.

Tabla 3.25. Efecto de la concentracion de enzima sobre la detergencia en funcién

del tiempo. 40°C

CE = 0.06 g/L.
CMP = 0.00 g/L
t, min De (%) SD (%)
o 0.00 0.00
5 0.30 0.08
10 0.89 0.48
20 3.91 0.04
30 8.24 1.11
45 12.34 0.16
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Tabla 3.26. Efecto de la concentracion de enzima sobre la detergencia en funcién
del tiempo. 60 °C

CE = 0.03 g/L CE = 0.06 g/LL CE=o0.15 g/L CE=1.00 g/L

CMP =0.00g/LL. CMP=o0.00g/L. CMP=0.00g/LL CMP =o0.00g/L

n:;n De (%) SD(%) De(%) SD (%) De(%) SD(%) De(%) SD (%)
o 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 1.32 1.35 1.61 0.10 2.96 0.57 20.41 3.07

10 1.80 1.00 6.25 0.55 11.77 4.23 41.11 2.56
20 9.85 1.87 13.05 0.92 21.00 2.89 69.55 4.453
30 15.27 1.27 23.29 2.38 31.36 2.24 88.47 2.69
45 27.13 1.90 36.83 2.18 49.85 0.18 97.02 4.70

Tabla 3.27. Efecto de la concentracion de enzima y particulas S50 sobre la
detergencia en funcion del tiempo. 60 °C

CE = 0.06 g/L. CE = 0.06 g/L.
CMP = 0.00 g/L CMP = 1.00 g/L
t,min | De (%) SD (%) De (%) SD (%)

o 0.00 0.00 0.00 0.00

5 1.61 0.10 1.84 0.41
10 6.25 0.55 4.33 1.01
20 13.05 0.92 13.29 1.08
30 23.29 2.38 20.93 3.24
45 36.83 2.18 39.33 0.54

3.2.3 Evaluacion de la detergencia de almidon seco adherido a
acero inoxidable obtenida mediante soluciones de lavado que

contienen a-amilasa y tensioactivos

Se ha estudiado el efecto que tiene sobre la detergencia la presencia de
tensioactivos en soluciones enzimaticas. Para ello se ha utilizado una concentracion
de a-amilasa de 0.06 g/L. Esta concentracion enzimatica se puede considerar
representativa de las que se utilizan en maquinas lavavajillas y, en general, en la
limpieza de superficies duras (Gormsen et al., 1998). También es consistente con
concentraciones de detergentes enzimaticos que poseen la misma enzima comercial

(Pitombeira y Cohrs, 2014).
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El estudio de la presencia de tensioactivos en las formulaciones enzimaticas se
realiz6 a concentracion 1.0 g/L de tensioactivo. Las condiciones experimentales de
dichos ensayos se muestran en la Tabla 3.28. Los tensioactivos ensayados, tanto
anidnicos como no io6nicos, son los mismos que se utilizaron en los ensayos de
actividad enzimatica (apartado 3.2.1) con el fin de poder establecer una relacion
entre la detergencia de dichas soluciones y la actividad de la a-amilasa en presencia

de estos tensioactivos.

Los valores de detergencia media y desviacion standard de las tres réplicas
realizadas para cada variable ensayada se muestran en las Tablas 3.29 a 3.31 en las
que se indica, por este orden, la detergencia de los ensayos a 40°C y a 60 °C,
distinguiendo entre soluciones enzimaticas con tensioactivos no i6nicos y anionicos.

De todos los experimentos se realizaron al minimo tres réplicas.

Tabla 3.28. Evaluacion de la detergencia que presentan soluciones enziméaticas en
presencia de tensioactivos. Variables ensayadas

Factores constantes

Sustrato: Esferas de acero inoxidable pH: 7 (tampon fosfato 0.1 M)
Suciedad: almid6n seco Concentracion de a-amilasa (CE): 0.06 g/L
Agitacién: 60 rpm Concentracion de tensioactivo (CT): 1.0 g/L
Caudal: 30 L/h
Tensioactivos utilizados Temperatura (T, °C)
Alcohol graso etoxilado — AE 40 / 60
Alquilpoliglucésido — APG 40/ 60
Ester de glicerina polietoxilado — PGE-OE2 60
Ester de glicerina polietoxilado — PGE-OE17 60
Acido alquil éter carboxilico — ECA-OE3 60
Acido alquil éter carboxilico — ECA-OE10 60
Lineal alquilbencenosulfonato — LAS 60
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Tabla 3.29. Influencia de soluciones acuosas que contienen a-amilasa y
tensioactivos no i6nicos sobre la detergencia de almidon seco adherido a acero
inoxidable en funcién del tiempo.0.06 g/L enzima, 1.00 g/L tensioactivo, 40 °C

AE APG
t,min | De(%) SD(%) De(%) SD (%)
o 0.00 0.00 0.00 0.00
5 0.01 0.19 0.89 0.26
10 0.63 0.76 1.51 0.02
20 3.81 0.62 4.34 0.49
30 7.27 1.34 7.06 0.39
45 12.25 0.20 12.83 1.03

Tabla 3.30. Influencia de soluciones acuosas que contienen a-amilasay
tensioactivos no i6nicos sobre la detergencia de almidon seco adherido a acero
inoxidable en funcién del tiempo. 0.06 g/L enzima, 1.00 g/L tensioactivo, 60 °C

AE APG PGE-OE2 PGE-OE17
t,min | De (%) SD(%) De(%) SD(%) De(%) SD (%) De(%) SD (%)
o 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 2.31 0.40 2.10 0.02 5.05 2.44 3.43 0.19
10 6.81 0.58 7.25 1.11 7.54 1.23 7.40 0.43
20 13.44 1.96 14.74 0.89 18.97 1.21 17.15 0.57
30 19.51 1.75 23.59 0.82 26.53 2.43 24.96 0.34
45 31.85 1.51 34.45 2.95 40.13 2.02 37.70 0.74
Tabla 3.31. Influencia de soluciones acuosas que contienen a-amilasa y

tensioactivos anionicos sobre la detergencia de almidon seco adherido a acero
inoxidable en funcién del tiempo. 0.06 g/L enzima, 1.00 g/L tensioactivo, 60 °C

LAS ECA-OE3 ECA-OE10
ttmin | De(%) SD(%) De(%) SD(%) De(%) SD(%)
o 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 1.53 0.69 2.14 1.05 2.89 0.17
10 9.09 2.11 6.70 0.59 .39 0.52
20 17.00 1.21 16.07 0.78 17.62 2.23
30 34.02 1.79 22.56 2.14 25.30 1.42
45 40.43 1.55 29.05 0.40 39.73 3.96
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3.3 Procedimiento de limpieza de almidon seco mediante
aplicacion de corriente continua (electrolimpieza o

electrocleaning)

En este apartado se detallan los resultados obtenidos en los experimentos de
limpieza de esferas de acero inoxidable ensuciadas con almidén seco mediante
aplicacion de corriente continua. Para llevar a cabo estos ensayos se desarrolldé un
dispositivo (descrito en el apartado 2.9) y un procedimiento experimental mediante

el cual se determina la influencia de diversos factores en la eficacia de lavado.

El plan de trabajo se dividi6 en dos fases: en la primera se analizaron una serie
de variables (voltaje, temperatura, tiempo, pH de la solucion de lavado, inversion de
la polaridad y mojado previo) con el fin de obtener las condiciones de limpieza que
podian proporcionar unos resultados oOptimos. Una vez determinadas las
condiciones 6ptimas de voltaje, temperatura, tiempo y pH se estudi6 la influencia
que ejercia la presencia de tensioactivos (ani6nicos y no iénicos) sobre la
detergencia en dichas condiciones. Los resultados de cada una de estas etapas de

trabajo se muestran en 3.3.1y 3.3.2.

3.3.1 Analisis de la influencia de distintas variables en el

proceso de lavado mediante electrolimpieza

En primer lugar se evalu6 la influencia que ejerce el voltaje utilizado. Se
planificaron experimentos de lavado en los que, manteniendo el resto de
condiciones de operacion constantes, se modifico el voltaje aplicado entre 0 V (sin
suministro de corriente, por lo que la limpieza tiene lugar dnicamente por
inmersion en la solucion de lavado) y 10 V, evaluando la detergencia en ensayos de
10 y de 20 minutos de duraciéon. En estos ensayos se mantuvo una temperatura
constante de 20 °C. Posteriormente se evalu6 la influencia de la temperatura sobre
la detergencia, realizando ensayos en un intervalo comprendido entre 10 °Cy 60 °C,
en ausencia de corriente (0 V) y aplicando un voltaje de 5 V. Los ensayos también se
realizaron con una duracion de 10 y 20 minutos. Las condiciones experimentales se

describen en la Tabla 3.32 y los resultados se muestran en las Tablas 3.33 a 3.35.
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La detergencia se evalia como el porcentaje de suciedad eliminada del sustrato,
y se determina a partir de la masa de sustrato y de la masa de almidon que tiene el
sustrato ensuciado antes y después del ensayo de lavado. En cada ensayo se
determiné la detergencia para cada una de las cinco esferas de acero inoxidable

conectadas en paralelo para su limpieza (ver apartado 2.9).

En todos estos ensayos se utilizd6 como solucion de lavado NaOH pH 13, ya que
los procesos de electrolimpieza de superficies metalicas suelen utilizar soluciones

alcalinas (Naganuma et al., 1973, Zaki, 2007).

Tabla 3.32. Influencia del voltaje, tiempo de lavado y temperatura sobre la
limpieza de almidé6n seco adherido a acero inoxidable mediante aplicaciéon de
corriente continua. Condiciones de ensayo

Factores constantes
Sustrato: Esferas de acero inoxidable
Suciedad: almidén seco
Solucion de lavado: pH: 13 (NaOH)

Variables Valores ensayados
Voltaje aplicado (V) o/1/25/5/10
Temperatura (°C) 10 /20 /40 / 60
Duracion del ensayo (min) 10 / 20

La detergencia media del total de réplicas realizadas (De, %) y la desviacion
standard (SD) obtenidas para distintos voltajes a pH=13, 20°C y diferentes tiempos
se muestran en la Tabla 3.33. Para cada ensayo se realizO un minimo de tres

réplicas.

Tabla 3.33. Influencia del voltaje y tiempo de lavado sobre la limpieza de almidén
seco adherido a acero inoxidable mediante aplicacion de corriente continua.
Solucion NaOH pH 13, 20 °C

t=10 minutos t=20 minutos

V‘gt;)“je I;tee(;‘izi‘(l:;i De(%) SD(%) De(%)  SD(%)
(4] - 28.42 2.55 43.15 6.43
1 0.005 39.92 3.74 48.44 5.96
2.5 0.050 43.43 4.21 52.76 6.24
5 0.257 48.20 2.81 65.65 3.37
10 0.746 65.56 2.78 66.54 4.92
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Los resultados obtenidos muestran que la detergencia aumenta
progresivamente con el voltaje suministrado hasta los 5 V tanto a tiempos de 10
como de 20 minutos. Sin embargo, al aplicar un voltaje de 10 V durante 20 minutos,
la detergencia es similar a la obtenida en el ensayo de 10 minutos. Este valor
maximo de detergencia también se puede alcanzar aplicando sélo 5 V durante 20
minutos. Estos resultados llevaron a establecer un voltaje de 5 V como referencia

para el estudio de la influencia de la temperatura en el proceso de electrolimpieza.

En las Tablas 3.34 y 3.35 se muestran los resultados de detergencia en funcién
de la temperatura de ensayo, tanto en experimentos sin suministro de corriente

como con un suministro de 5 V.

Tabla 3.34. Influencia de la temperatura y tiempo de lavado sobre la limpieza
de almido6n seco adherido a acero inoxidable mediante aplicacién de corriente
continua. Solucién NaOH pH 13, sin suministro de corriente

t=10 minutos t=20 minutos
Tem[():é;ltura I;Ze(ﬁ:i((li;l De (%) SD (%) De (%) .
10 - - , . -
20 - 28.42 2.55 43.15 6.43
40 - 53.09 5.35 55.15 2.51
60 ) 58.39 5.13 51.07 4.02

Tabla 3.35. Influencia de la temperatura y tiempo de lavado sobre la limpieza de
almidén seco adherido a acero inoxidable mediante aplicacién de corriente
continua. Solucién NaOH pH 13, 5V

t=10 minutos t=20 minutos
femperatura Il‘l‘:;‘if‘(lzf De(%) SD(%) De(%)  SD(%)
10 0.122 - - 62.39 6.22
20 0.257 48.20 2.81 65.65 3.37
40 0.333 78.79 8.70 71.07 1.04
60 0.396 71.60 2.49 77.03 2.68

En este trabajo se ha estudiado también la limpieza del almidén seco adherido a
las esferas de acero inoxidable con soluciones de lavado de distintos pH, en concreto

a valores de pH comprendidos entre 1 y 13, preparadas segin se indica en el
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apartado 2.8.2 y 2.9. En todos los ensayos se utilizo un voltaje de 5 V, temperatura
de 20 °C y duracion del ensayo 20 minutos. Las condiciones experimentales y
resultados de los experimentos de limpieza se muestran en las Tablas 3.36 y 3.37

respectivamente.

Tabla 3.36. Influencia del pH sobre la limpieza de almidon seco adherido a acero
inoxidable mediante aplicacién de corriente continua. Variables analizadas

Factores constantes
Sustrato: Esferas de acero inoxidable.
Suciedad: almidén seco.
Temperatura: 20 °C.

Voltaje aplicado: 5V
Duracion del ensayo: 20 minutos

Variables Valores ensayados
pH de la solucion de lavado 1/7/10/13

Tabla 3.37. Influencia del pH sobre la limpieza de almidon seco adherido a acero
inoxidable mediante aplicacion de corriente continua. Soluciéon NaOH pH 13, 5V,

20 °C

t=20 minutos
Intensidad " D

pH media (A) De (%) SD (%)
1 0.610 3.67 2.49
4 0.093 0.86 0.48
10 0.575 0.23 0.17
13 0.257 65.65 3.37

El estudio de los factores que influyen en la electrolimpieza del almidon seco
sobre acero inoxidable se complet6 con una serie de experimentos en los que se
evalu6 la influencia de la inversion de la polaridad y del mojado previo de la
suciedad y sustrato con anterioridad a la aplicacion de corriente. El experimento de
inversion de polaridad consistio en conectar las cinco esferas sucias al dnodo del
generador de CC, mientras que el electrodo de referencia se conectaba al catodo. Los
experimentos se realizaron a 5 V con solucién de NaOH de pH 13, a 20 °C durante
20 minutos. En la Tabla 3.38 se muestran las condiciones experimentales y los
resultados del ensayo. Se incluye también el resultado del ensayo en iguales
condiciones experimentales pero realizado con las esferas sucias conectadas al

catodo, para facilitar la comparacién de resultados.
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Tabla 3.38. Influencia de cambio de polaridad sobre la limpieza de almidon seco
adherido a acero inoxidable mediante aplicacion de corrientecontinua.
Condiciones de ensayo y resultados

Factores constantes
Sustrato: Esferas de acero inoxidable.
Suciedad: almido6n seco.
Temperatura: 20 °C.

Voltaje aplicado: 5V
Duracion del ensayo: 20 minutos
Solucion de lavado: pH 13 (NaOH)

Conexion Intensidad media (A) De (%) SD (%)
Anodo 0.241 38.50 4.16
Catodo 0.257 65.65 3.37

Finalmente se estudi6 si un mojado previo de las esferas sucias en la solucion de
lavado pH 13 (durante 10 o 20 minutos) antes de aplicar corriente continua
mejoraba la limpieza. El almidon en solucién acuosa inicia un proceso de
hinchamiento (“swelling”) y en condiciones de elevada alcalinidad se rompen los
enlaces de hidrégeno intermoleculares del almidén, favoreciendo su solubilidad en
agua (Han y Lim, 2004). Todo ello podria provocar el desprendimiento del almidon
adherido al acero inoxidable con mayor facilidad si el sustrato se mantiene
sumergido en solucion alcalina un cierto tiempo previo a la aplicacion de la
corriente continua. Los experimentos tuvieron lugar a 20 °C con aplicaciéon de un
voltaje de 5 V. En la Tabla 3.39 se resumen las condiciones experimentales y los

resultados se muestran en la Tabla 3.40.

Tabla 3.39.Influencia del mojado previo sobre la limpieza de almidéon seco
adherido a acero inoxidable mediante aplicacion de corriente continua.
Condiciones y variables de ensayo

Factores constantes
Sustrato: Esferas de acero inoxidable.
Suciedad: almidén seco.
Temperatura: 20 °C.
Solucion de lavado: pH: 13 (NaOH).
Voltaje aplicado: 5V

Variables Valores ensayados
Tiempo de mojado previo (min) 10/ 20
Duracion del ensayo (min) 10/ 20
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Tabla 3.40. Influencia del mojado previo sobre la limpieza de almidén seco
adherido a acero inoxidable mediante aplicacion de corriente continua. pH 13,5V,
20 °C

tlavado* =10 mil‘lutOS t]avado* =20 mil‘lutOS

Tiem.po de Intensidad
mojado media (A) De (%) SD (%) De (%) SD (%)
previo (min)
10 0.241 43.87 0.76 55.73 1.80
20 0.240 53.33 1.27 62.41 3.11

*Tiempo de duraciéon del proceso de electrolimpieza

3.3.2 Analisis de la influencia de los tensioactivos en el proceso

de electrolimpieza de almid6n seco

El estudio de los factores que afectan al proceso de electrolimpieza del almidon
seco adherido sobre acero inoxidable condujo al establecimiento de unas
condiciones de lavado de referencia, consideradas 6ptimas en funcion del coste
econdémico y energético asociado (ver apartado 4.3.1.1). En estas condiciones
optimizadas se estudi6 la influencia que ejerce la adicidon de tensioactivos no i6nicos

e idnicos en concentracion 1.0 g/L sobre la limpieza.

En la Tabla 3.41 se resumen las condiciones experimentales de estos ensayos,
indicandose los tensioactivos utilizados (cuyas principales propiedades aparecen en
la Tabla 2.1). En la Tabla 3.42 se muestran la detergencia media y la desviacion

standard de las tres réplicas realizadas para cada experimento
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Tabla 3.41. Influencia de la adicion de tensioactivos sobre la limpieza de almidon
seco adherido a acero inoxidable mediante aplicacién de corriente continua.
Variables de ensayo

Factores constantes
Sustrato: Esferas de acero inoxidable
Suciedad: almidon seco
Temperatura: 20 °C
pH: 13 (NaOH)

Voltaje aplicado: 5V
Duracion del ensayo: 20 minutos
Concentracion de tensioactivo: 1 g/L

Tensioactivos ensayados

Anionicos No iénicos
LAS AE
ECA-OE3 APG
ECA-OE10 PGE-OE2
PGE-OFE17

Tabla 3.42. Influencia de la adicién de tensioactivo sobre la limpieza de almidén
seco adherido a acero inoxidable mediante aplicacién de corriente continua. 20 °C,
5V, pH 13, concentracion de tensioactivo 1.0 g/L

t=20 minutos
Tensioactivo Intensidad media (A) De (%) SD (%)

LAS 0.250 72.73 5.30
ECA-OE3 0.253 84.87 1.90
ECA-OE10 0.247 81.11 1.15
AE 0.257 87.71 0.38
APG 0.251 74.17 4.98
PGE-OE2 0.253 88.86 2.28
PGE-OE17 0.251 88.72 4.50
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4. Discusiéon de resultados

4.1 Lavado de almidén seco adherido a acero inoxidable

conformulaciones detergentes que contienen particulas

4.1.1 Interacciéon entre soluciones acuosas de tensioactivos no

idnicos y particulas

En las Tablas 3.1 a 3.4 se muestra la proporcion de tensioactivo residual que
queda en el sobrenadante una vez que las suspensiones de particulas de silice con
tensioactivos AE y APG han sido sometidas a centrifugaciéon. En la Figura 4.1 se
representan los resultados obtenidos junto con una linea de tendencia para cada
conjunto de valores. Las barras representan el intervalo de error de los

experimentos realizados.
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Figura 4.1. Interaccion entre soluciones acuosas de AE y APG y particulas de silice.
Influencia de la concentracién de particulas sobre el porcentaje de tensioactivo residual (%res)
que queda en el sobrenadante de suspensiones que han sido sometidas a centrifugacion.
Concentracion de tensioactivo en soluciéon = 1 g/L. S50 en AE (m), A200 en AE (A), A380 en AE
(e) y S50 en APG (o)
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Se observa que en todas las soluciones de AE se produce un descenso de la
concentracion de tensioactivo residual en el sobrenadante (%gres) al aumentar la
concentracién de particulas en suspension. Este resultado indica que las particulas
adsorben al tensioactivo AE en su superficie retirando parte de él de la solucion

acuosa.

En las suspensiones de las particulas A200 y A380 (particulas A200: tamafo 12
nm, superficie especifica 200 m2/g; particulas A380: tamafio 7 nm, superficie
especifica 380 m2/g) el porcentaje de AE retenido es similar y, para formulaciones
que contienen 1.0 g/L de particulas, la cantidad de AE retirado de la formulacion es
aproximadamente igual al 20% de la cantidad de tensioactivo presente inicialmente.
En todo el rango de concentraciones de particulas ensayado se puede observar que
la adsorcion de tensioactivo alcanzada con las particulas A200 y A380 es menor a la
alcanzada con las particulas S50 (particulas S50: tamano 50000 nm, superficie
especifica 500 m2/g) de mayor tamafio y mayor superficie especifica. Asi, para
concentraciones de particulas de 1.0 g/L, la adsorcion de tensioactivo AE producida
por las particulas A200, A380 y S50 son del 21, 20 y 36% de la cantidad de
tensioactivo inicial respectivamente (ver Tablas 3.1, 3.2 y 3.3). Esto parece indicar
que la superficie especifica parece influir significativamente sobre la capacidad de

adsorcion de la particula sobre el tensioactivo.

Por otro lado a tenor de los valores de %grrsno se detecta adsorciéon del

tensioactivo APG sobre particulas S50 en el rango de concentraciones estudiado.

Los resultados obtenidos son consistentes con diversas investigaciones que han
estudiado la adsorcion de tensioactivos no ionicos en superficies de silice. Asi, segin
Lugo et al. (2009) y Kumar et al. (2012) los tensioactivos no ionicos cuya féormula
general es C,En, donde E representa la parte hidrofilica compuesta por cadenas de
6xido de etileno de un nimero m de unidades, muestran una fuerte adsorcion
cooperativa con las particulas de silice. En esta adsorcion juegan un papel
importante los enlaces de hidrégeno entre los grupos polares del tensioactivo y los
grupos hidroxilo de la superficie s6lida (Zhang y Somasundaran, 2006).El
tensioactivo no i6nico estudiado en este trabajo de investigacion es un alcohol
etoxilado (AE) cuya féormula molecular promedio es Ci.¢E.. El comportamiento
observado parece indicar un comportamiento similar al mostrado por el

tensioactivo no ionico etoxilado utilizado por Kumar et al. (2012).
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Segun Lugo et al. (2009) la adsorcion que tiene lugar entre el tensioactivo y la
superficie de las particulas de silice se produce en forma de agregados micelares,
siguiendo el modelo denominado micelle decorated. Estos agregados superficiales
adquieren una forma esférica como consecuencia de la pronunciada curvatura
superficial de las particulas de silice lo que impide un empaquetado efectivo de las

moléculas de tensioactivo y por tanto la formacion de una bicapa.

Para el tensioactivo ani6nico SDS,Kumar et al.(2012) encontraron que no
existia interaccion entre las nanoparticulas de silice (cargadas negativamente) y las
micelas del tensioactivo, independientemente del tamafo de particula estudiado.
Sin embargo, la fuerte atraccion entre las micelas del tensioactivo cationico DTAB y
las nanoparticulas de silice generaba una agregacion de nanoparticulas
caracterizada por una estructura fractal. Solo en el caso del tensioactivo no ioénico
decaoxietileno n-dodeciléter (C.oHio) las micelas interactuaban con las particulas
individuales de silice, adsorbiéndose sobre su superficie en mayor cantidad cuanto

mayor era el tamafio de las particulas.

Por otra parte, los alquipoliglucosidos y alquilpolimaltosidos presentan una
adsorcion muy débil sobre las superficies de silice (Lugo et al., 2009; Matsson et al.,
2004) a diferencia del comportamiento en otras superficies de 6xidos metalicos,
como el titanio o la alimina (Zhang y Somasundaran, 2006). Se cree que la forma
elipsoidal de las micelas de estos tensioactivos pueden dificultar la adsorcion sobre
las superficies de silice (Lugo et al., 2009). En este trabajo, los experimentos de
interaccion entre las particulas de silice y el alquilpoliglucosido estudiado

proporcionan resultados similares a los reflejados en estos articulos.

Las interacciones observadas pueden influir significativamente en los procesos
de lavado que incluyen particulas en la formulacion detergente. La adsorcién de
tensioactivo en la superficie de las particulas podria conducir a una modificacion de
la detergencia debido a las interacciones fisico-quimicas que se producen entre las
particulas y la suciedad, lo que afectaria a la retirada del sustrato. Por otra parte, las
microparticulas también pueden contribuir a la limpieza de superficies por su efecto
abrasivo (Pérez-Prat et al., 2013), efecto que puede verse potenciado o reducido

debido a la adsorcién de tensioactivos.
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También se ha estudiado el comportamiento que presenta el tensioactivo AE en
presencia de las particulas de magnetita (denominadas MP5 y NP50). En la Figura
4.2 y en las Tablas 3.5 y 3.6 se muestran los resultados obtenidos con las dos

particulas estudiadas.
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Figura 4.2. Interaccion entre soluciones acuosas de AE y particulas de magnetita.
Influencia de la concentracién de particulas sobre el porcentaje de tensioactivo residual (%ges)
que queda en el sobrenadante de suspensiones que han sido sometidas a centrifugacion.
Concentracion de tensioactivo en soluciéon = 1.0 g/L: NP50 (m) y MP5 (A)

Se puede observar que, en el rango de concentraciones de particulas ensayadas,
la adsorcion de AE es superior en las nanoparticulas NP50 que en las
microparticulas MP5 (casi un 20% de tensioactivo adsorbido en las NP50 frente a
un 6% en las MP5 a una concentracion de particulas de 0.1 g/L). El tamano de
particula tiene por tanto un papel importante en la adsorciéon del tensioactivo sobre
la magnetita, disminuyendo la cantidad de particulas necesarias para obtener la
misma adsorcion conforme disminuye también el diAmetro medio de las particulas
(Borghi et al., 2011). Segin Zhang y Somasundaran (2006) la adsorciéon de
tensioactivos no i6nicos sobre 6xidos de hierro se produce en forma de bicapa
completa sobre la superficie del mineral a concentraciones superiores a la CMC, a
diferencia de la adsorcion en superficies de silice, que tiene lugar en forma de

agrupacion de micelas.
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Desde el punto de vista experimental las suspensiones con particulas de
magnetita presentaron algunas dificultades. Al presentar una densidad elevada las
particulas precipitan en pocos minutos a concentraciones superiores a 0.1 g/L, lo
cual dificultaba la estabilizacion de las suspensiones. Por otra parte, la retirada de
las particulas por medio del im4n requeria un largo periodo de tiempo y no tenia
lugar de forma completa. Todo esto dificult6 el trabajo con dichas particulas; por
ello se opt6 por utilizar las particulas de silice S50 (con una alta interacciéon con el
tensioactivo AE) para estudiar el efecto de las particulas sobre la detergencia

producida por diversas formulaciones detergentes en el dispositivo BSF.

4.1.2 Estudio de la eficacia de lavado del almidén seco con

formulaciones detergentes que contienen particulas de silice

Siguiendo lo indicado en el apartado 2.8.6, se llevo a cabo un diseno factorial
completo 23 para estudiar la influencia de los factores concentraciéon de S50 (CMP),
pH y caudal (Q) sobre la detergencia alcanzada en BSF con almidén seco adherido
sobre acero inoxidable al cabo de 45 minutos. Este disefio se aplico a tres
formulaciones de lavado diferentes (disefio D1, D2 y D3, apartado 3.1.2). A
continuacion se discuten los resultados obtenidos para cada uno de los tres disenos,
presentando los modelos empiricos de ajuste, analisis de la bondad de los modelos y

simulacion de la detergencia.

4.1.2.1Aplicacion del diseiio de experimentos a la modelizacion de la
detergencia: Diseiio D1, suspension de particulas S50 en solucién a

pH constante

Este disefio se llevo a cabo utilizando como base para la formulacion detergente
unicamente solucion al pH requerido en cada experimento (7, 10 6 13). La matriz de

experimentos, asi como los resultados obtenidos, se muestran en la Tabla 3.10.

El anélisis estadistico de los resultados se realizoé con el programa Modde 6.0.
Por las caracteristicas del diseno factorial escogido, inicialmente se plane6 el ajuste
a un modelo lineal con interaccion en el que la variable respuesta (Der) esta

relacionada con cada uno de los factores (CMP, pH y Q) mediante una funcion
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lineal, mas la adicion de términos de dependencia o interaccion entre variables. Con
base a los datos experimentales, se determinaria el valor de los parametros (Bo, Bi y
Bi) del modelo empirico descrito en la Ecuacion 4.1. Generalmente, estos
coeficientes se determinan mediante el método de los minimos cuadrados

(Montgomery, 2004).

Y =5, +Zk:,6iXi + iﬂinin +& Ec. (4.1)
=1 i<j=2

Donde ¢ representa al error del modelo, X representa cada uno de los factores e
Y es la variable respuesta. Sin embargo, un anilisis previo de los resultados
experimentales tanto del diseno D1 como de los disefios D2 y D3 indica la
conveniencia de anadir un término mas al modelo. Como se ha indicado en el
apartado 3.1.2.3, los valores de detergencia dependen fuertemente del pH de la
disolucion de lavado, siendo practicamente nula en soluciones de pH 7 y 10 y
elevandose significativamente cuando el pH de lavado es 13. Esto indica la
necesidad de incorporar un término que describa la relacion entre la detergencia y el
factor pH en términos de una funciéon cuadratica, pues este comportamiento no
puede ser reproducido por una funcién lineal. El modelo empirico lineal con

interaccion pero con el término cuadratico para el pH afiadido seria el siguiente:

De; = B, + (Beyp CMP + ﬂpHpH +B,Q) + ,Bsz pH? +
(ﬂCMP,pHCMP *pH + ﬂCMP,QCMP *Q+ ﬂpH,QpH *Q)+¢

Ec. (4.2)

En la Tabla 4.1 se muestra la funcion polindmica resultante del ajuste de este
modelo, expresada tanto en variables de disefo codificadas (escaladas y centradas)
como en variables experimentales ensayadas (valores reales). El escalado y centrado
de los datos hace posible la comparacion de los coeficientes en cuanto a su orden de
magnitud. El tamafo de los coeficientes escalados representa el cambio en la
respuesta cuando un factor varia de 0 a 1 (en unidades codificadas) mientras que el
resto de factores se mantiene en sus valores medios (0 en unidades codificadas). En
la Tabla 4.1 también se muestran los valores de los coeficientes R2 y Q2, necesarios
para la evaluacion de la bondad del modelo. El coeficiente R2 representa el
porcentaje de la variacion de la respuesta explicado por el modelo, mientras que Q2

representa el porcentaje de la variacion de la respuesta predicho por el modelo, por
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lo que indica la capacidad del modelo para predecir sobre datos nuevos. Para
garantizar la bondad de un modelo ambos coeficientes deben ser préximos a la

unidad, tal y como ocurre en el modelo generado para el disefio D1.

Tabla 4.1. Modelo de ajuste del Diseiio D1: suspension de particulas S50 (0-1 g/L)
en solucion a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)

Funcién polinémica, variables de disefio R> Q>

Der = 0.797 — 0.373*CMP + 14.834*pH + 1.416*Q + 14.473*pH? —
0.588*CMP*pH + 0.113*CMP*Q + 1.364*pH*Q

Funcion polinémica, variables ensayadas
(CMP: g/L, pH, Q:L/h)

0.985 0.970

Der = 120.311+ 2.493*CMP -28.386*pH — 0.216*Q + 1.608*pH?= —
0.391*CMP*pH + 0.015*CMP*Q + 0.030*pH*Q

Una vez obtenido el modelo se realizan pruebas de hip6tesis para asegurar su
utilidad. Las pruebas de validacion confirman los siguientes supuestos sobre el error

del modelo:

- Normalidad: El error del modelo sigue una distribucion normal (¢ ~ N(0,02)).
La hipotesis de normalidad se puede comprobar a partir del histograma, de un
contraste de normalidad o del analisis del grafico de probabilidad normal de los
residuos. Si se utiliza este Gltimo método, la distribucion de los errores es
normal cuando éstos se alinean siguiendo la apariencia de una linea recta. En
este grafico también se puede observar si existen puntos atipicos o anémalos,
que son aquellos que se distancian significativamente de la distribucion
formada por los errores. Si ocurre asi, esos puntos se pueden eliminar del

modelo y reajustar los parametros.

- Independencia: Los errores deben ser independientes del orden en el que se
realizaron los experimentos. Se comprueba mediante un grafico de los residuos
frente al orden temporal. En este grafico se deberia observar una distribucion

aleatoria de los residuos para asegurar la independencia.

- Homocedasticidad: La varianza de los errores debe ser constante

(Var[e]=02). Esta hipotesis se comprueba a partir del grafico de los residuos
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frente a los valores pronosticados. Los puntos deben distribuirse aleatoriamente

en torno a cero sin presentar una tendencia concreta.

Se obtuvieron los graficos de probabilidad normal de los residuos para el Disefio
D1 (residuos vs. orden de ejecucion y residuos vs. valores predichos por el modelo
generado), comprobandose que los errores siguen una distribucion normal, con
media cero y varianza constante, con lo que se confirmaron las hipotesis sobre la

utilidad del modelo (graficos no mostrados).

En la Tabla 4.2 se muestra el analisis de la varianza (ANOVA) realizado al
Disefio D1. El ANOVA divide la variacion total de la respuesta (suma de cuadrados)
en un componente debido a la regresion del modelo y otro componente debido a los
residuos. Si ademas hay experimentos duplicados (como es el caso del Disefio D1) la
suma de cuadrados de los residuos se separa en los debidos al error puro y los

causados por el fallo de ajuste.

A partir de este anélisis se procede al test de significacion de la regresion, cuya
prueba se realiza comparando la varianza de la regresion con la varianza del
residuo. Cuando el valor del estadistico calculado sea mayor que el valor del
estadistico tabulado se acepta la hipotesis de que el modelo no es adecuado para
describir los resultados experimentales. Por otra parte, a partir de los resultados de
las réplicas para cada experimento se realiza el test del fallo de ajuste (lack of fit),
que compara el error puro (calculado a partir de los valores de réplica del punto

central) y el error debido a la regresion por el modelo mediante un test de la F.

El software Modde 6.0 presenta el resultado de ambos test (significacion de la
regresion y fallo de ajuste) en términos del p-valor. Estableciendo un intervalo de
confianza del 95%, un p-valor menor que 0.05 en el test de significacion de la
regresion indicara que se acepta la hipotesis de que el modelo de regresion es
adecuado para describir los resultados experimentales. Por otra parte, en el test del
fallo de ajuste un p-valor mayor que 0.05 indicara que se cumple la hipotesis
alternativa, es decir, que el error debido al modelo es similar al error puro y que por
tanto no existen indicios de fallo de ajuste. Las cifras del p-valor para ambos test de
evaluacion de la bondad del modelo demuestran que el modelo generado es

altamente adecuado para describir los resultados del Disefio D1.

182



4. Discusiéon de resultados

Tabla 4.2. Analisis de la varianza para el Disefio D1: suspension de particulas S50
(0-1 g/L) en soluciéon a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)

Grados de Suma de Cuadrado _valor Desviacion
libertad cuadrados medio p estandar

Total 27 6096.37 225.79 15.03

Regresion 7 6002.02 857.43 0.000 29.28
Residuos 20 94.34 4.71 2.17
Fallo de
. 1 0.18 0.18 0.852 0.42

ajuste

Error puro 19 94.17 4.96 2.23

En la Tabla 4.3 y la Figura 4.3 se muestran el test de significacion de los
coeficientes del modelo y los efectos de cada coeficiente sobre la detergencia, con su
correspondiente intervalo de confianza. Un p-valor inferior a 0.05 indica que un
coeficiente determinado afecta significativamente a la respuesta (detergencia a
tiempo final, en este caso). En el grafico de efectos de los coeficientes, éstos se
representan en su valor escalado y centrado, teniendo significacion estadistica en el
modelo cuando el intervalo de confianza no incluye el cero. Por tanto, a partir de
estos resultados se obtiene que los coeficientes que afectan de forma significativa a
la detergencia son, por este orden: pH, pHz2, Q y el término de interacciéon pH*Q,
siendo efectos positivos en todos los casos. Estadisticamente, la presencia de las
particulas S50 en un intervalo de concentraciéon entre 0 y 1.0 g/L no influye en la

detergencia de soluciones a pH constante.
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Tabla 4.3. Test de significaciéon de los coeficientes del modelo para el Diseiio D1:
suspensién de particulas S50 (0-1 g/L) en solucién a pH constante (7-13) y caudal
variable (30-60 L/h)

. Int. de confianza
Coeficiente p-valor

+/-)

Constante 0.379 1.850
CMP 0.451 1.012
pH 0.000 1.012

Q 0.008 1.012
pH2 0.000 2.108
CMP*pH 0.240 1.012
CMP*Q 0.812 0.981
pPH*Q 0.011 1.012

Investigation: Tampén factorial CMP 0-1 ordenado (MLR)
Scaled & Centered Coefficients for Detergencia

167
147
121
10:

%

J

N o N A O ©

CMP
pH*pH
CMP*pH
CMP*Q
pH*Q

N=28 R2=0.985 R2 Adj.=0.979
DF=20 Q2=0.970 RSD=2.1719 Conf. lev.=0.95

D1: suspension de particulas S50 (0-1 g/L) en solucién a pH constante (7-13) y
caudal variable (30-60 L/h)

Puesto que el modelo obtenido cuenta con varios coeficientes estadisticamente
no significativos, podemos excluirlos del modelo inicial propuesto y obtener un
modelo simplificado sin perder bondad en el ajuste. Este modelo, expresado en

valores reales de las variables, se muestra en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4. Modelo simplificado para el Diseiio D1: suspensiéon de particulas S50 (o-
1 g/L) en solucién a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)

Funcion polinémica, variables ensayadas
(CMP: g/L, pH, Q:L/h)

Der = 120.311— 28.523*pH + 1.601*pH?2 — 0.219*Q + 0.032*pH*Q 0.982 0.975

R2 Q2

En la Figura 4.4 se puede observar que existe una relacion de coincidencia
aceptable entre los valores de detergencia observados y los valores predichos por el
modelo, teniendo en cuenta que se considera un buen ajuste de modelo cuando los
puntos se alinean en torno a la linea que representa la relaciéon y=x. Los nimeros
corresponden a cada uno de los experimentos de lavado cuyos resultados se
mostraron en la Tabla 3.10 si bien los ntimeros correspondientes a los experimentos

realizados a pH 7 y pH 10 se superponen al obtener en todos los casos un valor de

. 7.
Antarannnia nrAvirma a N

Investigation: Tampon factorial CMP 0-1 ordenado (MLR)
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N=28 R2=0.982 R2 Adj.=0.979
DF=23 02=0.975 RSD=2.1646 )y
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Por ultimo, en la Figura 4.5 se muestra una grafica de contorno en la que se
muestra el valor de la detergencia a tiempo final (De;, %) segin el modelo
polinébmico simplificado en funcion de los factores que se han demostrado
estadisticamente significativos, pH y Q. Se puede observar que la influencia del pH
es mucho mas marcada, siendo necesario utilizar soluciones con pH superior a 10

para obtener un valor de detergencia significativo. Sin embargo, a valores de pH
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mayores de 10 se observa un aumento de la detergencia cuando aumenta el caudal,
alcanzandose un maximo a pH 13 y 60 L/h, los valores més altos de los dos factores
estudiados. En el 6ptimo la detergencia predicha por el modelo alcanza un valor del

32%.

25

7 & 9 10 11 17 13
PH

Figura 4.5. Efecto del pH y del caudal sobre la detergencia (Des, %) en el Diseiio
D1:suspension de particulas S50 (0-1 g/L) en solucién a pH constante (7-13) y
caudal variable (30-60 L/h)

Estos resultados indican que el pH es un factor determinante en la detergencia
del almidén seco, puesto que soélo con soluciones fuertemente alcalinas se ha
alcanzado un valor de detergencia significativo. El hidroxido so6lido y otros alcalis
inducen la despolimerizacion del almidon, especialmente cuando se aplica calor.
Este efecto, que conduce a un incremento de la solubilidad, se ha observado en
disoluciones acuosas a concentraciones tan bajas como 0.001 M (pH 11) (Jackson et
al., 1988). Ademas, la presencia de NaOH en suspensiones de almidon puede
incrementar la concentracion de aniones OH- hasta un nivel que cause un brusco

descenso en la viscosidad por ruptura de los enlaces de hidrogeno.

Para explicar la microestructura y propiedades fisicoquimicas que el almidén
tiene tras un tratamiento alcalino, Lai et al. (2004)sugieren que los iones de la
solucién alcalina difunden hacia la region amorfa, rica en amilosa, de los granulos
de almid6n y causan un mayor hinchamiento de los granulos con una consecuente
exudacion de amilosa. En condiciones de elevada alcalinidad se rompen los enlaces

de hidrégeno intermoleculares del almidén favoreciéndose su solubilidad en agua
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(Han y Lim, 2004) y, por tanto, el lavado de las superficies ensuciadas con almidon.
La degradacion de la amilosa en soluciones fuertemente alcalinas tiene lugarpor
ruptura progresiva de los enlaces de hidrogeno que estabilizan las hélices que la
conforman, adoptando una configuracion mas aleatoria. Sin embargo, la

amilopectina no es tan susceptible al tratamiento alcalino (Han y Lim, 2004).

Los resultados de los ensayos de lavado indican que la degradacion del almidon
a valores elevados de pH contribuye de forma fundamental a la eficacia detersiva,
independientemente de la presencia o no de otros constituyentes en la solucién de

lavado (tensioactivos, microparticulas, etc.).

Como cabria esperar, la influencia del caudal también es positiva tal y como se
deduce del modelo generado (Tabla 4.3) y se observa en la Figura 4.5. Estos
resultados estan en consonancia con trabajos previos en los que se ha encontrado
una influencia positiva del aumento del flujo de circulacion en la limpieza de
superficies duras, tanto en el caso de suciedades grasas (Bourne y Jennings, 1963;

Jurado et al, 2003) como con proteinas lacteas (Bird y Fryer, 1991).

4.1.2.2Aplicacion del diseiio de experimentos a la modelizacion de la
detergencia: Diseno D2,suspension de particulas S50 en solucién de

AE a pH constante

En este diseno la formulacion detergente estudiada es una solucion de 1 g/L de
AE, de pH comprendido entre 7 y 13, y particulas Sipernat 50 (S50) en suspension.
Las concentraciones ensayadas en cada experimento son las indicadas en la matriz
del disefio factorial elegido (ver Tabla 2.12). Los resultados experimentales,
incluyendo todas las réplicas realizadas de cada ensayo, se muestran en la Tabla
3.11. Los experimentos 11 y 21 se eliminaron del ajuste tras el analisis del grafico de
probabilidad normal de los residuos por resultar anémalos. El estudio de este
grafico, junto con el de residuos en funciéon del orden de ejecuciéon y en funcion de
los valores predichos por el modelo permiten confirmar las hipétesis de normalidad,

independencia y homocedasticidad del modelo.

En la Tabla 4.5 se muestra la funcién polinémica resultante del ajuste del

Disefio D2, expresada tanto en variables de disefio codificadas (escaladas y
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centradas) como en variables experimentales ensayadas (valores reales). Los
resultados de los test de significacion de la regresion (p < 0.05) y del fallo de ajuste
(p > 0.05) verifican que la funcion ajustada es significativa al 95% de intervalo de
confianza y que es altamente adecuada para describir los datos experimentales.
Estos resultados se muestran en la tabla ANOVA (Tabla 4.6).

Tabla 4.5. Modelo de ajuste del Diseiio D2: suspension de particulas S50 (0-1 g/L)
en solucion de AE (1 g/L) a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)

Funcion polinémica, variables de diseiio R2 Q2

Der=0.733 — 2.131*CMP + 10.474*pH + 1.574%Q + 10.696*pH?> —

. N N . T 0.983 0.969
1.657*CMP*pH +0.258*CMP*Q + 2.137*pH*Q

Funcion polinémica, variables ensayadas
(CMP: g/L, pH, Q:L/h)

Der = 98.586+ 6.225*CMP -22.295*pH — 0.308%Q + 1.226*pH? —
0.878*CMP*pH -0.023*CMP*Q + 0.040*pH*Q

Tabla 4.6. Analisis de la varianza para el Diseiio D2: suspension de particulas S50
(0-1 g/L) en solucién de AE (1 g/L) a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60

L/h)
Grados de Suma de Cuadrado _valor Desviacion
libertad cuadrados medio p estandar
Total 27 3714.04 137.56 11.73
Regresion 7 3652.89 521.84 0.000 22.84
Residuos 20 61.15 3.06 1.75
Fallo de
. 1 0.12 0.12 0.851 0.34
ajuste
Error puro 19 61.04 3.21 1.79

En la Tabla 4.7 y la Figura 4.6 se muestran, respectivamente, el test de
significacion de los coeficientes del modelo y los efectos de cada coeficiente sobre la
detergencia con su correspondiente intervalo de confianza (valores escalados y

centrados).
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Tabla 4.7. Test de significacion de los coeficientes del modelo para el Diseiio D2:
suspension de particulas S50 (0-1 g/L) en soluciéon de AE (1 g/L) a pH constante (7-
13) y caudal variable (30-60 L/h)

Int. de confianza

Coeficiente p-valor +/-)
Constante 0.317 1.489
CMP 0.000 0.811
pH 0.000 0.811

Q 0.000 0.810

pH? 0.000 1.696
CMP*pH 0.000 1.811
CMP*Q 0.500 0.783
pPH*Q 0.000 0.810

Investigation: Findet Factorial CMP 0-1 - ordenado (MLR)
Scaled & Centered Coefficients for Detergencia

a
=
]

pH*pH
CMP*pH
CMP*Q
PH*Q

N=28 R2=0.984 R2 Adj.=0.978
DF=20 02=0.969 RSD=1.7486 Conf. lev.=0.95

D2: suspension de particulas S50 (0-1 g/L) en soluciéon de AE (1 g/L) a pH
constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)

De nuevo se obtiene que el pH es el factor mas influyente en la detergencia,
tanto en término lineal como en término cuadratico. Sin embargo, a diferencia de
lo obtenido en el Disefio D1, la concentracion de S50 (CMP) y su término de
interaccion con el pH resultan significativos, con una influencia negativa sobre la
detergencia. Al igual que en Disefio D1, el caudal (Q) y su término de interaccion
con el pH mantienen la significacion, con influencia positiva. Se puede indicar que
parte de la influencia de Q y de CMP est4 condicionada por el valor del pH,
manifestandose su influencia en la detergencia sblo a partir de valores de pH altos

que posibiliten una detergencia superior a cero, de ahi la significacion de los
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coeficientes de interaccion del pH con ambos factores. El término de interaccion
entre CMP y pH, que tiene significacion negativa, indica que se producira un
aumento de la detergencia cuando ambos factores se modifiquen simultdneamente
en direcciones opuestas (Lazi¢, 2004). En los resultados obtenidos queda patente

que esto ocurre cuando CMP desciende y el pH aumenta.

El modelo propuesto so6lo cuenta con un término no significativo que se puede
eliminar para obtener un modelo simplificado, el cual se muestra en la Tabla 4.8

en funcion de variables reales (ensayadas):

Tabla 4.8. Modelo simplificado para el Diseiio D2: suspension de particulas S50
(0-1 g/L) en solucion de AE (1 g/L) a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60
L/h)

Funcion polinémica, variables ensayadas R2 Q>
(CMP: g/L, pH, Q:L/h)

Der=97.788 + 6.785*CMP — 21.844*pH - 0.370*Q +

0.98 0.971
1.188*pH2 — 1.105*CMP*pH + 0.047*pH*Q 963 97

En la Figura 4.7 se representan los valores experimentales frente a los

predichos para todos los ensayos realizados, observandose la necesaria

( Investigation: Findet Factorial CMP 0-1 - ordenado (MLR)
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N=28 R2=0.983 R2 Adj.=0.978
DF=21 Q2=0.971 RSD=1.7265

constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)
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La variacion de la detergencia con las variables CMP y Q se representa en la
Figura 4.8 para los valores de pH 10 (a) y pH 13 (b). De esta forma se muestra el
rango de pH en el que la eficacia detersiva es superior a cero. En ambos graficos se
observa el efecto negativo de la concentracion de S50. A pH 10y CMP = 1.0 g/L la
detergencia obtenida es practicamente cero independientemente del caudal de
trabajo mientras que cuando CMP = 0 se obtiene el mayor valor de detergencia, un
4%, al caudal maximo de 60 L/h. A pH 13 se obtiene un valor de detergencia
maxima del 29% al maximo caudal ensayado (60 L/h) cuando la solucién de
lavado no contiene particulas S50. Si la soluciéon de lavado contiene 1.0 g/L de S50,
la detergencia a 60 L/h desciende a un 22%. Por lo tanto los valores de los factores
que proporcionan la maxima detergencia seran pH = 13, CMP = 0 g/L, Q = 60 L/h.
La detergencia maxima predicha por el modelo es del 29%, ligeramente inferior a
la obtenida en el Disefio D1 en las mismas condiciones, que fue del 32%. Esto
indica que la adicion de AE en concentracion 1 g/L no mejora la detergencia con
respecto a la obtenida so6lo con solucion tampon pH 13, independientemente de la
presencia o no de particulas S50 en la solucion de lavado. Este resultado coincide
con los obtenidos por Jurado et al. (2015) en ensayos de lavado de almid6n seco
con soluciones acuosas de diversos tensioactivos no idnicos. Ninguno de los
tensioactivos ensayados aumentaba signficativamente la detergencia con respecto

a la obtenida so6lo con agua.
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(a)pH 10

2.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
CMP (gq/L)

(b)pH 13

.0 0.2 0.4 C.6 0.8 1B
CMP {g/L)

Figura 4.8. Efecto de la concentraciéon de S50 y del caudal sobre la detergencia (Dey,
%) apH 10 (a) y pH 13 (b) en el Diseiio D2:suspensién de particulas S50 (0-1 g/L)
en solucién de AE (1 g/L) a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)

En estos graficos queda reflejada la influencia negativa que la concentracion de
S50 tiene sobre la detergencia en soluciones de AE de concentracion 1.0 g/L. Esta
influencia parece estar relacionada con la adsorcion de AE que tiene lugar sobre la
superficie de las particulas S50 (descrita en el apartado 3.1.1), que provoca que en
soluciones de S50 de 1.0 g/L se produzca un descenso de hasta un 36% en la
concentracion de tensioactivo en el sobrenadante. Esta adsorcion, en vez de causar

un efecto positivo sobre la eficacia detersiva al favorecer un contacto mas directo
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entre tensioactivo y suciedad, supone un impedimento a la accién del tensioactivo,

que se traduce en una reduccién en la eficacia de lavado.

De igual manera, no se observan efectos positivos sobre la detergencia tal y
como Wasan y Nikolov (2003) indican también para la limpieza de suciedades
grasas adheridas a superficies duras. Estos autores planteaban que la utilizacion de
nanofluidos (suspensiones de nanoparticulas) favoreceria la retirada de la suciedad
grasa por medio de un aumento de presion en la region de contacto entre las tres
fases (superficie dura, grasa y suspension acuosa) debido a una reordenacion de las
particulas en dicha region en forma de cristal coloidal. La capacidad de adhesion del
almidon seco al acero inoxidable, especialmente tras un tiempo de secado al aire
(Liu et al., 2006b), puede impedir que se observe este efecto para el tipo de

suciedad y de sustrato utilizados en este trabajo.

4.1.2.3Aplicacion del diseiio de experimentos a la modelizacién de la
detergencia: Diseiio D3,suspension de particulas S50 en solucion de

APG a pH constante

Por ultimo se estudio la eficacia detersiva de soluciones de 1 g/L de APG
preparadas en soluciones de pH de rango 7 a 13 y con una concentraciéon de
particulas S50 comprendida entre 0-1.0 g/L. Los resultados experimentales
completos se muestran en la Tabla 3.12. Al igual que en los Disefios D1 y D2, se
estudio el grafico de probabilidad normal de los residuos asi como el de residuos en
funcion del orden de ejecucion y residuos en funcion de los valores predichos por el
modelo para confirmar las hipo6tesis de normalidad, independencia vy

homocedasticidad del modelo ajustado (ver descripcion en 4.1.2.1).

La funcion polinémica de ajuste, expresada tanto en variables codificadas como
en variables ensayadas, se muestra en la Tabla 4.9. También se muestran los
resultados de los test de significacion de la regresion (p < 0.05) y del fallo de ajuste
(p > 0.05), que verifican que la funcion ajustada es significativa al 95% de intervalo
de confianza y que es altamente adecuada para describir los datos experimentales.

Estos resultados se muestran en la tabla ANOVA (4.10).
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Tabla 4.9. Modelo de ajuste del Diseiio D3: suspension de particulas S50 (0-1 g/L)
en solucion de APG (1 g/L) a pH constante (77-13) y caudal variable (30-60 L/h)

Funcioén polinémica, variables de diseiio R2 Q2

Der=0.374 — 0.756*CMP + 15.732*pH + 4.121*Q + 12.581*pH? +
2.482*CMP*pH + 3.437°CMP*Q + 0.631*pH*Q
Funcion polinémica, variables ensayadas

(C: g/L, pH, Q:L/h)
Der = 101.007 - 38.678*CMP - 24.172*pH — 0.095*Q + 1.398*pH?2 +
1.655*CMP*pH + 0.458*CMP*Q + 0.014*pH*Q

0.991 0.983

Tabla 4.10. Analisis de la varianza para el Disefio D3: suspensién de particulas S50
(0-1 g/L) en solucién de APG (1 g/L) a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60

L/h)
Grados de Suma de Cuadrado _valor Desviacion
libertad cuadrados medio p estandar
Total 25 5449.65 217.99 14.76
Regresion 7 5402.88 771.84 0.000 27.78
Residuos 18 46.76 2.60 1.61
Fallo de
. 1 1.93 1.93 0.404 1.39
ajuste
Error puro 17 44.83 2.64 1.62

En la Tabla 4.11 y la Figura 4.9 se muestran, respectivamente, el test de
significacion de los coeficientes del modelo y los efectos de cada coeficiente sobre la
detergencia a tiempo final (Des, %), con su correspondiente intervalo de confianza.

En esta figura se representan los valores de las variables escalados y centrados.
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Tabla 4.11. Test de significacion de los coeficientes del modelo para el Disefio
D3: suspension de particulas S50 (0-1 g/L) en solucion de APG (1 g/L) a pH
constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)

Coeficiente p-valor Int. de confianza
(+/-)
Constante 0.582 1.404
CMP 0.129 0.997
pH 0.000 1.033
Q 0.000 1.044
pH?2 0.000 1.713
CMP*pH 0.000 1.073
CMP*Q 0.000 0.927
pPH*Q 0.213 1.028

En la Tabla 4.11 se observa que, a diferencia de los resultados obtenidos en el
Diseno D1y D2, el factor de interaccion pH*Q no tiene una influencia significativa
sobre la detergencia, mientras que los factores pH, pH2 y Q si mantienen su
significacion en este disefio. Como se puede observar en la Figura 4.9, el factor pH
en forma lineal y cuadratica causa los efectos mas importantes. Por otra parte, la
concentracion de S50 no tiene significaciéon estadistica en el modelo ajustado, sin
embargo sus términos de interaccion con pH y Q si que tienen una contribucion
significativa y positiva en la detergencia. Ningun factor en este modelo tiene un

efecto negativo sobre la variable respuesta.

pH
Q

a
p=
O

pH*pH
CMP*pH
CMP*Q
PH*Q

N=26 R2=0.991 R2 Adj.=0.988
DF=18 02=0.983 RSD=1.6118 Conf. lev.=0.95

D3: suspension de particulas S50 (0-1 g/L) en solucion de APG (1 g/L) a pH
constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)
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En este modelo se podrian eliminar los términos no significativos pH*Q y CMP
para obtener un modelo simplificado. Sin embargo, la eliminaciéon del factor CMP
provoca un fallo de ajuste del modelo (p-valor del test lack of fit < 0.05) al tener
como consecuencia la eliminacion de sus términos de interaccién con pH y Q para
preservar la jerarquia del modelo. Puesto que estos términos tienen una
significacion importante en el modelo, se ha optado por mantener CMP en la
ecuacion de ajuste y eliminar dnicamente pH*Q. La expresion del modelo

simplificado se muestra en la Tabla 4.12 en funcién de variables reales.

Tabla 4.12. Modelo simplificado para el Disefiio D3: suspension de particulas S50
(0-1 g/L) en solucion de APG (1 g/L) a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60
L/h)

Funcion polinémica, variables ensayadas
(CMP: g/L, pH, Q:L/h)

Der = 91.643 - 42.775*CMP — 22.970*pH + 0.056*Q + 1.368*pH?> +
1.876*CMP*pH + 0.489*CMP*Q

R2 Q 2

0.991 0.983

En la Figura 4.10 se representan los valores experimentales frente a los

predichos para todos los ensayos realizados, pudiéndose comprobar que existe

Investigation: Glucopon Factorial CMP 0-1 ordenado (MLR)

Detergencia
407 Q
307 .9.
o
9\_, ] [
8] n L]
K
e 20 n12
38
[}
[«5)
@)
107
0 3
o o o o o
— 39 ™ <

De predicha (%0)

N=26 R2=0.991 R2 Adj.=0.988
DF=19 02=0.983 RSD=1.6397
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En la Figura 4.11 se muestra la variacién de la detergencia con los factores CMP
y Q en soluciones de APG de 1.0 g/L en tampo6n pH 10 (a) y pH 13 (b). En las
soluciones de APG la influencia de la concentracién de S50 es diferente a lo
observado para las soluciones de AE (Disefio D2). Mientras que en aquéllas la CMP
tenia un efecto claramente negativo sobre la detergencia, en el Disenio D3 se ha
observado que este factor no es significativo por si solo. Sin embargo, en la Figura
4.11 se observa el efecto de interaccion entre la CMP y el caudal. A valores por
encima de 40-45 L/h la detergencia se incrementa significativamente al aumentar
CMP, llegando a un maximo del 7% en las soluciones de pH 10 y del 38% en las
soluciones de pH 13. De nuevo, el 6ptimo de detergencia se obtiene a los valores
maximos de los tres factores estudiados: pH 13, CMP = 1.0 g/L, Q = 60 L/h. Este
valor es el mas alto obtenido en los tres disefios experimentales realizados. Por
tanto, la adicion de tensioactivo APG a la suspension de microparticulas de silice es
la mejor opcion de las estudiadas para el lavado de almidén seco adherido a las

esferas de acero inoxidable.

El almidon tiene una tendencia mayor a unirse a moléculas de APG que a
tensioactivos no idnicos etoxilados (Bravo et al., 2008; Martinez-Gallegos et al.,
2011). Siendo la formacién de complejos un fendmeno que puede mejorar el
rendimiento detersivo por aumento de la solubilizaciéon de las cadenas poliméricas
(Goddard, 1986), el aumento de la detergencia obtenido para soluciones con APG
puede deberse a la formacion de complejos con el almidon que, por otra parte, no se
ve impedida por la presencia de las particulas pues no presenta interacciones de

ningtn tipo con éstas.
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Figura 4.11. Efecto de la concentraciéon de S50 y del caudal sobre la detergencia
(Des, %) apH 10 (a) y pH 13 (b) en el Diseiio D3:suspension de particulas S50 (0-1
g/L) en solucion de APG (1 g/L) a pH constante (7-13) y caudal variable (30-60 L/h)

A partir del analisis de los tres modelos de ajuste se puede concluir que la
presencia de microparticulas S50 afecta a la modelizacion de la detergencia de
almiddn seco con soluciones de tensioactivos no ionicos en soluciéon pH 10 y pH 13.
En dichas soluciones, en ausencia de tensioactivo la detergencia es funcion
unicamente del pH y del caudal, sin que las particulas tengan efecto significativo.
Sin embargo, en soluciones que contienen AE o APG, la detergencia depende de la

concentracién de particulas S50, teniendo éstas una influencia negativa en las
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soluciones que contienen AE y una influencia positiva en las soluciones que

contienen APG condicionada a valores altos de caudal.

4.1.2.4 Influencia de la concentracion de particulas sobre la
detergencia en suspensiones de pH 13 con y sin tensioactivos no

i6nicos

En los apartados anteriores se ha mostrado la modelizacion de la detergencia a
tiempo final del ensayo (Des) para los tres disefios de experimentos propuestos. No
obstante, los ensayos de lavado en el dispositivo BSF proporcionan ademaés
informacion sobre la evolucion de la detergencia con el tiempo de lavado cuyos
resultados conviene analizar. En los siguientes graficos se pueden observar los
perfiles detergencia/tiempo para cada ensayo y la influencia que ejercen las
variables CMP, pH y Q. Se ha centrado el analisis en los ensayos realizados con
solucion pH 13 con o sin tensioactivos no iénicos (AE y APG), ya que
proporcionaron los mayores valores de detergencia. Los ensayos de lavado a pH 13
contenidos en los disenos de experimentos D1 a D3 se completaron con ensayos
adicionales utilizando soluciones con una concentracion de particulas S50 de 0.1

g/L, mostrandose los resultados en el apartado 3.1.2.3 (Tablas 3.14 a 3.19).

La fuerte influencia del pH de la disolucién de lavado sobre la detergencia a
tiempo final ha quedado reflejada en los modelos generados a partir de los disenos
de experimentos D1 a D3 (apartados 4.1.2.1 a 4.1.2.3). Se puede observar igualmente
en los perfiles de detergencia en funcidon del tiempo obtenidos para las tres
disoluciones estudiadas, pH 13, pH 13 + AE 1.0 g/Ly pH 13 + APG 1.0 g/L. A modo
de ejemplo, en la Fig. 4.12 se muestran los perfiles detergencia/tiempo de soluciones
apH 7 (CMP =o0g/L, Q=30 L/h), pH 10 (CMP = 0.5 g/L, Q = 45 L/h, condiciones
del punto central en los disefnos experimentales realizados) y pH 13 (CMP =0 g/L, Q
= 30 L/h). Las barras de error representan el intervalo +SD obtenido con al menos
tres repeticiones de cada experimento. Tanto a pH 7 como a pH=10 la detergencia es
practicamente cero en el rango experimental ensayado. A pH 13 la detergencia
aumenta con el tiempo hasta alcanzar un valor préximo al 30% al cabo de 45 min. El
perfil muestra una primera etapa con una velocidad de lavado menor (hasta 5-10
min) para posteriormente aumentar la detergencia con el tiempo de forma

practicamente lineal hasta los 30 minutos. Superado este tiempo se reduce la
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pendiente de velocidad en el tramo final del experimento. Este patron se repite en

gran numero de los experimentos realizados.

De (%)
30

0 10 20 30 40  t(min)

Fig. 4.12. Influencia de pH y tiempo sobre la detergencia de almidén. a) pH 7, CMP =
0g/L, Q=30L/h (), b) pH 10, CMP = 0.58/L, Q = 45 L/h, (m), ¢) pH 13, CMP = 0 g/L, Q = 30
L/h (o)

El caudal es el segundo factor que ejerce un gran efecto sobre la detergencia en
los tres disefios de experimentos estudiados. En soluciones pH 13, con o sin
tensioactivos AE o APG, un aumento en el caudal desde 30 a 60 L/h (manteniendo
el resto de variables de ensayo constantes) conlleva un aumento de la detergencia
comprendido entre un 11 y un 74%. A modo de ejemplo, en la Figura 4.13 se
muestran los perfiles de detergencia en funciéon del tiempo de soluciones de pH 13
con 0.1 g/L de S50 y con caudales de recirculaciéon de 30 y 60 L/h. Se observa que
los valores de detergencia a 60 L/h son superiores desde los primeros minutos de
ensayo aumentando progresivamente la distancia con respecto a la detergencia
alcanzada a 30 L/h y obteniéndose un valor a tiempo final un 38% superior al
obtenido con el valor de caudal inferior. Se confirma por tanto que el caudal de
circulacion es un factor decisivo en la detergencia del almidon seco. Velocidades de
flujo mayores pueden incrementar la retirada de suciedad del sustrato por arrastre
mecanico y ademas impedir su redeposicion en el transcurso de los ciclos de lavado

(Bird y Fryer, 1991;Jurado et al., 2003;Sharma et al., 1992;0tto et al., 2014).
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De (%)

0 10 20 30 40 t (min)

Figura 4.13. Influencia del caudal y tiempo sobre la detergencia de almidéncon
soluciones pH 13,CMP = 0.1 g/L.a) 30 L/h (o), b) 60 L/h (e)

Finalmente, la concentracion de particulas S50 en suspension (CMP) es un
factor que ha mostrado distintoefecto en funcién de la solucion de lavado utilizada.
Cuando se ha utilizado solucién a pH 7, 10 o 13 (Disefno 1, apartado 4.1.2.1) este
factor no resulté estadisticamente significativo. Sin embargo, en soluciones a pH
constante con 1 g/L de AE (Diseno 2, 4.1.2.2) la CMP ejerce un efecto negativo sobre
la detergencia. Por tultimo, en soluciones con 1 g/L. de APG (Diseno 3, 4.1.2.3) la
CMP genera un efecto positivo sobre la detergencia condicionado al incremento del
caudal. En la Figura 4.14 se muestran los perfiles detergencia/tiempo de los ensayos
de lavado realizados a caudal y pH constante (30 L/h y pH 13) para distintas
concentraciones de S50: 0 g/L (a), 0.1 g/L (b) y 1.0 g/L (c). En cada grafica se
comparan los resultados alcanzados con las tres soluciones de lavado utilizadas:
solucion sin tensioactivo, con 1 g/l AE y con 1 g/L APG. Las barras de error

representan el intervalo +SD para al menos tres repeticiones de cada experimento.
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Figurag.14. Influencia de la concentracion de particulas S50 y tiempo sobre la
detergencia de almidén. pH 13, Q = 30 L/h. Sin tensioactivo (0), 1.0 g/L AE (A), 1 g/L
APG (m). a) CMP=0 g/L, b) CMP=0.1 g/L, ¢) CMP=1.0 g/L

Al menor valor de caudal estudiado(30 L/h) no se observan variaciones
significativas de detergencia cuando aumenta el valor de CMP en las soluciones sin
tensioactivo y con APG, mas alla de las debidas al error experimental. Sin embargo,
si se percibe un descenso de la detergencia al aumentar la CMP en las soluciones
con AE. Si bien los valores de detergencia de esta solucion en ausencia de S50 (CMP
= 0 g/L) son menores a los de las demaés, esta diferencia se acentiia cuando la CMP

alcanza su mayor valor, 1.0 g/L.
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La influencia de la concentracion de particulas S50 sobre la detergencia es
mayor al utilizar un caudal de 60 L/h. En la Figura 4.15 se representan los perfiles
detergencia/tiempo en funcién de la CMP para las soluciones sin tensioactivo, con

1.0 g/L AE y con 1.0 g/L de APG cuando el caudal de circulacién es 60 L/h.

De (%) De (%)
40 - 40 -

0 40 .
(b) t (min)

De (%)
40 -

0 T T T T
0 10 20 30 40 .
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Figura 4.15.Influencia de la concentracion de particulas S50 y tiempo sobre la
deterencia de almidon. pH 13, Q = 60 L/h. Sin tensioactivo (0), 1.0 g/L AE (A), 1 g/L APG
(m). a) CMP=0 g/L, b) CMP=0.1g/L, ¢c) CMP=1.0 g/L

En estas graficas se puede observar como mientras la detergencia de las
soluciones sin tensioactivo no se ve afectada significativamente por la presencia de
particulas S50 en suspension, la detergencia de las soluciones que contienen 1.0 g/L

de AE desciende de un 30% a un 20% aproximadamente.En las soluciones con 1.0
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g/L de APG la detergencia aumenta hasta alcanzar casi un 40% en una
concentracion de S50 de 1.0 g/L. Los resultados obtenidos en los ensayos con CMP=
0.1 g/L tanto a 30 L/h como a 60 L/h no permiten observar con claridad los
posibles efectos positivos o negativos que la presencia de las particulas S50 pueden
tener sobre la detergencia. Por tanto, en soluciones de lavado con APG seria
necesario anadir las microparticulas en una concentraciéon cercana a 1.0 g/L para

mejorar la eficacia de lavado.

4.2 Comportamiento de formulaciones detergentes que

contienen a-amilasa en el proceso de lavado de almidon seco

4.2.1 Efecto de la presencia de tensioactivos sobre la actividad

enzimatica

En la Tabla 3.20 se muestra la actividad de la enzimaa-amilasa en presencia de
tensioactivos, medida en las condiciones experimentales descritas en el apartado
3.2.1. En la Tabla 4.13 se muestran la actividad relativa media (ARm) (valor medio
de las réplicas individuales) y la desviacion standard para cada uno de los

tensioactivos ensayados. En la Figura 4.16 se muestran graficamente estos valores.

Tabla 4.13. Actividad relativa de a-amilasa en ausencia y presencia de soluciones
acuosas de tensioactivos (1.0 g/L)

Tensioactivo AR (%) SD (%)
Sin tensioactivo 100 11.46
AE 93.39 6.18
APG 96.30 12.28
PGE-OE2 99.99 6.21
PGE-OE17 104.00 12.95
ECA-OE3 90.54 6.92
ECA-OE10 101.41 4.98
LAS 94.24 11.32
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Figura 4.16. Actividad relativa de a-amilasa en presencia y ausencia de
soluciones acuosas de tensioactivos (1.0 g/L)

Los resultados individuales de actividad se estudiaron mediante un analisis de
la varianza de una via (ANOVA) con el fin de determinar si existen diferencias

significativas entre los valores medios de actividad de cada solucion estudiada.
La Tabla 4.14 muestra los resultados estadisticos obtenidos segin el analisis
ANOVA. Para el anilisis estadistico de estos resultados se utiliz6 el software

Statgraphics®Centurion XVI Version 16.1.18.

Tabla 4.14. Analisis de la varianza de la actividad de a-amilasa en presencia de

tensioactivos
Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados G.L. Medio Razé6n-F p-valor
Entre grupos 736.95 7 105.28 1.16 0.354
Intra grupos 2010.68 32 90.96

Total 3647.63 39

El p-valor resultante es muy superior a 0.05, por lo tanto el analisis ANOVA
indica que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Por
tanto, podemos considerar que la actividad de la a-amilasa no se ve afectada de
forma significativa cuando se encuentra en presencia de los tensioactivos

estudiados, sean anionicos o no i6nicos, en las condiciones de ensayo utilizadas.
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Este resultado es especialmente interesante en relacién a los tensioactivos
anidnicos estudiados. Numerosos estudios han indicado la inestabilidad y pérdida
de actividad catalitica de las enzimas (incluyendo a-amilasas) en soluciones de
tensioactivos anidnicos como el dodecilsulfato sbédico (SDS), debida a las
interacciones electrostaticas e hidrofobicas entre los monémeros o micelas de
tensioactivo y las proteinas (Montserret et al., 2000;Hagihara et al., 2002;Tanaka y
Hoshino, 2002). En concreto, se ha encontrado que el tensioactivo LAS
desestabiliza a las proteasas (Russell y Britton, 2002) y reduce la actividad de la a-
amilasa debido a la alteracion de la estructura secundaria y terciaria de la proteina

en ensayos realizados a 37 °C durante 15 minutos (Bravo et al., 2006).

La estabilidad de la a-amilasa estudiada en presencia de LAS resulta, a la luz de
estos resultados, especialmente interesante. Sin embargo, existen ejemplos en la
bibliografia que también reflejan este comportamiento inusual. Tanaka y Hoshino
(2002) y Jaiswal y Prakash (2011) describieron el aumento de la actividad de la a-
amilasa en soluciones de SDS a concentraciones por debajo de su CMC,
atribuyéndolo a la formaciéon preferencial del complejo enzima-sustrato en dichas
condiciones. TambiénAntony et al. (2013) han descrito el aumento de la actividad
catalitica de una a-amilasa en la pseudo fase micelar de soluciones de SDS,
incrementandose su actividad al aumentar la concentracion de tensioactivo por
encima de su concentracion micelar critica. Este efecto, sin embargo, esta
condicionado a la temperatura y resulta significativo a temperaturas por debajo de
45 °C. El aumento de temperatura desestabiliza la débil interacciéon enzima-
tensioactivo y por lo tanto el efecto de la presencia de SDS se reduce, alcanzandose
valores de actividad enzimatica similares a los obtenidos en ausencia de

tensioactivo.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren un descenso de la actividad de
la a-amilasa en presencia de LAS, pero tan leve que no es significativo
estadisticamente. Se puede concluir que la a-amilasa utilizada es estable en
soluciones de LAS, no observandose efectos sinérgicos entre enzima y tensioactivo,
probablemente porque las condiciones experimentales utilizadas (60 °C) no
favorecen este efecto. Los otros tensioactivos aniénicos estudiados, los derivados de
acidos éter-carboxilicos (ECA), muestran un comportamiento similar al del LAS,

reduciendo ligeramente la actividad de la a-amilasa (ECA-OE3) o no
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causandoefecto alguno (ECA-OE10). Aunque no se ha encontrado en la literatura
informacion sobre la actividad enzimatica en disoluciéon de dichos tensioactivos, el
resultado es coherente con el obtenido por el LAS. Se puede concluirpor tanto que la
a-amilasa estudiada es estable en soluciones de tensioactivos anionicos en
condiciones de temperatura y concentracion habituales en los procesos de lavado de

superficies duras.

Por otro lado, los tensioactivos no i6nicos no alteran la conformacion de las
proteinas puesto que no provocan efectos electrostaticos (Hagihara et al., 2002;
Russell y Britton, 2002). Este hecho sugiere que las enzimas no deberian verse
afectadas por estos tensioactivos. Esto se confirma en los resultados de actividad
enzimatica obtenidos en este trabajo en presencia de los cuatro tensioactivos no
ionicos ensayados, AE, APG, PGE-OE2 y PGE-OE17. Martinez-Gallegos et al. (2011)
obtuvieron similares resultados para la misma enzima en soluciones de distintos
AE, mientras que Hoshino y Tanaka (2003) obtuvieron un aumento de la velocidad
de hidrolisis de amilopectina de hasta un 65% en soluciones enzimaticas con

concentraciones del tensioactivo Brij 35 (alcohol etoxilado) superiores a su CMC.

Bravo et al. (2008) observaron un ligero incremento en la actividad de la a-
amilasa en soluciones acuosas de APG si bien este efecto no ha sido observado en
este trabajo. La capacidad de los APG para estabilizar enzimas en formulaciones
detergentes liquidas (von Rybinski y Hill, 1998) indica que los APG no alteran los
mecanismos de hidroélisis y son tensioactivos aptos para la formulacion de
detergentes enzimaticos. No se han encontrado referencias en relacion a la actividad
enzimatica en soluciones de ésteres de glicerina polietoxilados (PGEs) debido a su
reciente introduccion en el mercado, pero los resultados obtenidos confirman que

son tensioactivos compatibles con la formulacion de detergentes de base enzimatica.
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4.2.2 Evaluacion de la detergencia de almidén seco adherido a
acero inoxidable mediante de soluciones de lavado que

contienen a-amilasa.

En este apartado se estudia la detergencia alcanzada con soluciones enzimaticas
en ausencia de tensioactivos, analizandose la influencia que ejerce sobre el lavado la
concentracion de enzima (CE), temperatura (T) y concentracion de microparticulas
Sipernat 50 (CMP). El resto de condiciones experimentales se mantuvieron

constantes en los parametros definidos en la Tabla 3.24 (ver apartado 3.2.2).

En la Figura 4.17 se puede observar la influencia que ejerce la concentraciéon de
enzima y la temperatura sobre la detergencia en funcion del tiempo. Las barras de

error representan el intervalo +SD.
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Figura 4.17. Influencia de la concentracion de enzima y temperatura sobre la
detergencia de almidon seco adherido a acero inoxidable, pH="7

Se observa que la detergencia aumenta con la concentracion de enzima
utilizada. A 60°C y 1.0 g/L se alcanza una detergencia del 97% al cabo de 45

minutos.
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El uso de a-amilasa en soluciones detergentes para el lavado de almidén seco es
por tanto altamente efectivo. La concentracién 6ptima de enzima que contendra un
detergente comercial vendra determinada por un balance econémico que considere
el coste de la enzima y la eficacia de lavado que se pretende conseguir. En la
actualidad los detergentes enzimaticos contienen entre 0.5-2% en peso de enzima
(Becker y Haake, 2010; Pitombeira y Cohrs, 2014), aunque la cantidad de proteina
real que contiene depende de la pureza de la materia prima utilizada. Asimismo, la
concentracion de proteina en el bafio de limpieza dependera también del volumen
de la disolucion utilizada en el lavado, aunque suele limitarse a unos pocos
miligramos por litro (Gormsen et al, 1998). Las concentraciones de enzima
utilizadas en este estudio pueden considerarse consistentes con este dato teniendo
en cuenta que, segin la informacién proporcionada por el fabricante, una
concentracion de 0.06 g/L de la a-amilasa estudiada equivale a 1.6 mg de

proteina/L.

El efecto que ejerce la temperatura sobre la detergencia cuando se utilizan
soluciones de a-amilasa se ha estudiado por tanto a esta concentraciéon de referencia
de 0.06 g/L, realizdndose ensayos de lavado a 40 y 60 °C. En la Figura 4.17 se puede
observar que este incremento de temperatura casi triplica el resultado de
detergencia a tiempo final (aumenta un 198% para la misma concentraciéon de
enzima). Utilizando gel de almidén humedo como suciedad, Jurado et al. (2011c) ya
obtuvieron un aumento significativo de la detergencia con soluciones de a-amilasa
al aumentar la temperatura. Este efecto se ve ahora corroborado cuando se utiliza
almidén seco, cuyo proceso de lavado es sin duda mas complejo debido a la fuerte
adhesion al sustrato y a su dificultad para el mojado y solubilizaciéon. El aumento de
temperatura es clave para el lavado de almidon depositado sobre sustratos porosos
(como el utilizado en este estudio), mientras que su efecto positivo sobre la
detergencia se reduce cuando el sustrato presenta una superficie lisa (Jurado et al.,

2011¢).

Es bien conocido que la temperatura tiene una influencia importante en los
procesos de detergencia, favoreciendo el arrastre y disolucion de la suciedad.
Concretamente, para depositos solidos la temperatura es el principal factor que
contribuye a la limpieza y el que determina el tiempo de lavado, tanto a altas como a
bajas velocidades de flujo, asi como con altas y bajas concentraciones de detergentes

(Goode et al., 2013). A temperaturas elevadas se rompen los enlaces de hidrogeno
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intermoleculares del almidén permitiendo la penetraciéon del agua en su estructura y
disminuyendo su viscosidad, lo que sin duda favorece la detergencia (Bertuzzi et al.,
2007). Ademas, las altas temperaturas inducen el hinchamiento del almidén seco
facilitando la accion hidrolitica de la a-amilasa y la disolucion del almidon en el
bano de lavado (Olsen y Falholt, 1998). Finalmente, se debe tener en cuenta que la
actividad enziméatica aumenta con la temperatura siempre y cuando se utilice una

enzima termoestable como la utilizada en este estudio.

En la Figura 4.18 se muestra la eficacia de lavado alcanzada con soluciones de
NaOH de pH=13 (medio habitualmente utilizado en procesos de limpieza CIP) y con
soluciones enzimaticas (CE=0.06 g/L, pH=7). Los ensayos tuvieron lugar bajo las
mismas condiciones experimentales de tiempo total del ensayo (45 min) y caudal(30
L/h). En ambos casos la detergencia alcanzada en el BSF a tiempo final (Des)
aumenta con la temperatura. En estas condiciones experimentales se observa que, si
bien a 40 °C la opcion de la limpieza alcalina tiene resultados mucho mejores que el
uso de enzima a esta concentraciéon, la diferencia entre ambas soluciones de
limpieza se reduce mucho a 60 °C. El uso de enzima en estas condiciones podria
resultar ventajoso debido a la menor contaminacion ambiental que generan los
efluentes del proceso de limpieza (Olsen y Falholt, 1998) y a la proteccion que tienen

las superficies que se lavan al trabajar a pH neutro.

De¢ (%)
50 4

40
30 1
20 +

10

40°C 60°C

Figura 4.18. Comparacion de la detergencia obtenida en BSF a distintas
temperaturas con soluciones alcalinas (pH=13) (®) y soluciones enzimaticas
(pH="7, CE= 0.06 g/L) (" ).t = 45 min
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Finalmente se realiz6 un ensayo de lavado a 60 °C en el que la a-amilasa
(CE=0.06 g/L) se anadi6 sobre una suspension de microparticulas Sipernat 50
(CMP = 1.0 g/L). En la Figura 4.19 se muestra el perfil detergencia/tiempo obtenido
en comparacion con la detergencia de la solucion enzimatica a 0.06 g/L. Las barras
de error muestran la desviacion standard de las tres réplicas realizadas. Se observa
que no hay diferencias significativas en la detergencia de la solucién enzimatica con

y sin particulas.

De (%)

0 T T T T
0 10 20 30 40 t (min)

Figura 4.19. Comparacion de la detergencia obtenida en BSF con soluciones
enzimaticas en presencia y ausencia de particulas S50, pH=7, CE= 0.06 g/L
(o CMP=0g/L, A CMP=1.0g/L)

Soleimani et al. (2012, 2013) obtuvieron un aumento en la eficacia de lavado de
suciedades amilaceas y proteicas inmovilizando las enzimas por adsorcion fisica en
nanoparticulas de silice e incorporando la enzima inmovilizada a soluciones
detergentes estandarizadas. Por otra parte, Lee et al. (2009a) estudio el efecto de la
adicion tanto simultdnea como secuenciada de nanoparticulas (de silice y laponita)
y a-amilasa sobre depésitos de almidon y concluyeron que la adicién simultanea de
nanoparticulas de silice y a-amilasa incrementaba ligeramente la actividad
enzimatica sobre el sustrato. Sin embargo, en el experimento realizado en este
trabajo los posibles efectos positivos de la adicion de microparticulas de silice sobre

la detergencia de soluciones enzimaticas no se muestran con claridad.
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4.2.3 Evaluacion de la detergencia de almidon seco adherido a
acero inoxidable mediante soluciones de lavado que contienen

a-amilasa y tensioactivos

Una vez estudiada la actividad de la a-amilasa en presencia de tensioactivos
anidnicos y no ionicos se ha estudiado la detergencia que producen dichas
soluciones en un dispositivo BSF en las condiciones descritas en el apartado 3.2.3,
0.06 g/L de enzima, 1.0 g/L de tensioactivo, solucién tampon pH 7 y temperatura
(40-60°C). Los ensayos de lavado se llevan a cabo en condiciones experimentales
similares a los ensayos de actividad de la a-amilasa, lo que permite analizar la

influencia que pueden tener estas variables sobre la detergencia.

En la Figura 4.20 se muestran los perfiles detergencia/tiempo alcanzados en los
ensayos de lavado realizados con tensioactivos no idnicos a 40°C y 60 °C. En la
Figura 4.21 se representan los perfiles detergencia/tiempo de los ensayos con

tensioactivos anidnicos a 60 °C.

De (%) Je (%)
25 1

40 1 —O— Sin tensioactivo

—@— Sin tensioactivo —[1—AE
20 4 —®—AE — & - APG
— & - APG 30 4 PGE-OE2

--<--- PGE-OE17

20

10

@ 40 fminy 0 10 20 30 404 (min)

Figura 4.20. Comparacion de la detergencia obtenida en BSF con soluciones
enzimaticas en presencia de tensioactivos no iénicos (1.0 g/L), CE=0.06 g/L en
solucién tampoén pH 7: (a) 40 °C, (b) 60 °C
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Figura 4.21. Comparacion de la detergencia obtenida en BSF con soluciones
enzimaticas en presencia de tensioactivos aniénicos (1.0 g/L),CE=0.06 g/L en
solucién tampoén pH 7. 60 °C

Un primer analisis de los perfiles detergencia-tiempo obtenidos con soluciones
de enzima en ausencia de tensioactivo en comparacién con los obtenidos con
soluciones que incorporan distintos tensioactivos conduce a afirmar que el efecto de
los tensioactivos sobre la detergencia es débil, especialmente a baja temperatura. Un
efecto similar se ha encontrado en soluciones de lavado alcalinas (pH 13) en el
apartado 4.1.2 con los tensioactivos AE y APG. A 40 °C los perfiles detergencia-
tiempo practicamente coinciden, independientemente de si la solucién enzimatica
contiene o no tensioactivos (no idnicos en este caso), lo que indica que hay un efecto
practicamente nulo a dicha temperatura (con una detergencia maxima del 13%).
Este resultado concuerda con el obtenido por Jurado et al. (2015) en ensayos de
lavado de almidon seco sobre sustrato poroso (en este caso, se utilizaba como
sustrato discos de poliuretano). Sin embargo, cuando la suciedad es gel de almidon
himedo la adicion de tensioactivos si que tiene un efecto positivo sobre la
detergencia (Jurado et al., 2011c), debido a que éstos modifican las propiedades
reologicas del gel de almidén. En concreto, los tensioactivos i6nicos disminuyen la
viscosidad de los geles de almidon aumentando su hinchamiento, y por tanto, la

deformacion de sus granulos (Radhika y Moorthy, 2008).

A 60 °C si se pueden percibir ciertas diferencias entre las distintas soluciones
estudiadas, sobre todo a partir de los 20 minutos de lavado. Se realizé6 un anélisis

de la varianza (ANOVA) a los resultados de detergencia obtenidos a tiempo final Det
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(45 min) con cada una de las soluciones de lavado estudiadas (soluciéon 0.06 g/L a-
amilasa en tampon pH 7 en ausencia y presencia de 1.0 g/L de cada uno de
tensioactivos) para evaluar si estas diferencias eran significativas. Su resultado se

muestra en la Tabla 4.15.

Tabla 4.15. Analisis de la varianza de la detergencia Der obtenida con soluciones
enzimaticas en ausencia y presencia de tensioactivos

Fuente C?l‘;?rzg(e)s G.L. Cl;zg;?fo Raz6n-F p-valor
Entre grupos 308.55 7 44.08 7.91 0.0008
Intra grupos 72.42 13 5.57

Total 380.98 20

Puesto que el p-valor de la prueba es mucho menor que 0.05 existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las detergencias medias a tiempo

final en las 8 disoluciones estudiadas con un nivel del 95.0% de confianza.

Para discriminar cuales de los tensioactivos utilizados proporcionan una
detergencia significativamente diferente a los demas se ha aplicado el
procedimiento de minima diferencia significativa de Fisher (Least Significant
Difference o LSD) a las detergencias obtenidas con soluciones enzimaticas en
ausencia y presencia de tensioactivos. Mediante este procedimiento se obtienen las
diferencias minimas y las reales entre cada par de conjuntos de datos (resultados
que se muestran en la Tabla 3.16). Mediante asterisco se indican los pares de
conjuntos cuyas medias muestrales son significativamente diferentes con un nivel

del 95% de confianza.
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Tabla 4.16. Diferencias minimas y diferencias estimadas entre cada par de medias
de detergencia de soluciones enzimaticas (CE=0.06 g/L)

Contraste Dif. minima Dif. estimada Significacion
Sin tensioactivo — AE 4.6549 4.9856 *
Sin tensioactivo — APG 4.6549 2.3920

Sin tensioactivo—ECA-OE3 5.0992 7.7865 *
Sin tensioactivo — ECA-OE10 4.6549 -2.8935

Sin tensioactivo — PGE-OE2 4.6549 -3.2866

Sin tensioactivo — PGE-OE17 5.0992 -0.8657

Sin tensioactivo — LAS 4.6549 -3.5893

AE - APG 4.1635 -3.5937

AE - ECA-OE3 4.6549 2.8008

AE — ECA-OE10 4.1635 -7.8793 *
AE — PGE-OE2 4.1635 -8.2723 *
AE - PGE-OE17 4.6549 -5.8514 *
AE — LAS 4.1635 -8.5751 *
APG - ECA-OE3 4.6549 5.3945 *
APG - ECA-OE10 4.1635 -5.2855 *
APG - PGE-OE2 4.1635 -5.6786 *
APG - PGE-OE17 4.6549 -3.2577

APG - LAS 4.1635 -5.9813 *
ECA-OE3 — ECA-OE10 4.6549 -10.6800 *
ECA-OE3 — PGE-OE2 4.6549 -11.0731 *
ECA-OE3 — PGE-OE17 5.0992 -8.6522 *
ECA-OE3 — LAS 4.6549 -11.3758 *
ECA-OE10 — PGE-OE2 4.1635 -0.3930
ECA-OE10 — PGE-OE17 4.6549 2.0278

ECA-OE10 — LAS 4.1635 -0.6958

PGE-OE2 — PGE-OE17 4.6549 2.4209

PGE-OE2 — LAS 4.1635 -0.3028

PGE-OE17 — LAS 4.6549 -2.7236

A partir de estas diferencias la prueba de Fisher detecta cuatro grupos
homogéneos de soluciones enzimaticas (nombrados a, b, c y d en orden de menor a
mayor detergencia media). En la Figura 4.22 se representa la detergencia media a
tiempo final (Dey) y desviacion standard (mediante barra de error) de cada una de
las formulaciones de lavado estudiadas, indicando los grupos homogéneos en los

que se incluye cada una.
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Figura 4.22. Detergencia obtenida a tiempo final (45 min) en soluciones
enzimaticas (CE=0.06 g/L en soluciéon tampdén pH 7). Influencia de la presencia de
tensioactivos (1.0 g/L).(La barra de error representa la desviacion standard. Las letras a-d
denotan diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Fisher al 95% de
nivel de confianza)

Teniendo en cuenta que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre aquellas disoluciones que comparten un grupo, se puede afirmar que solo las
disoluciones enzimaticas que contienen los tensioactivos AE y ECA-OE3 tienen una
detergencia media significativamente diferente a la obtenida por la solucion
enzimatica sin tensioactivos en las condiciones del ensayo (60 °C, 30 L/h, 45
minutos). La eficacia de lavado de ambas soluciones es inferior a la detergencia
media obtenida por las demas soluciones detergentes. Por lo tanto, se puede afirmar
que la adicion de estos tensioactivos indicados no mejora la detergencia de la

solucién enzimatica.

El anélisis de la varianza a los resultados de actividad relativa (Ar) realizado en
4.2.1 no detect6 variaciones significativas de la actividad de la a-amilasa en
presencia de los tensioactivos estudiados, por lo que el descenso en la detergencia
de las soluciones con AE y ECA-OE3 no es debido en principio a una inhibicion de la
capacidad hidrolitica de la enzima, si bien ambos tensioactivos son los que
produjeron una reduccion mayor (aunque no estadisticamente significativa) en la

actividad.
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No se dispone de informacion bibliografica acerca de la actividad enzimatica o
comportamiento (por ejemplo, formacion de complejos) que presentan las
disoluciones de acidos alquil éter carboxilicos (ECA) en disoluciones de almidén. El
descenso en la detergencia observado cuando a la soluciéon enzimatica se le anade el
tensioactivo ECA-OE3 puede estar relacionado con su bajo grado de etoxilacion,
sobre todo en comparacién con el tensioactivo homologo estudiado, el ECA-OE10,
que presenta una detergencia similar a la obtenida en ausencia de tensioactivos. El
ECA-OE3 tiene un caracter mas hidrofobico lo que podria afectar al proceso de

lavado.

Con respecto al AE, el ligero descenso en la actividad de la a-amilasa
encontrado se puede relacionar con los resultados obtenidos por Bravo et al. (2006)
bajo distintas condiciones experimentales. Por otra parte, en la Figura 4.20 (b) se
observa que el descenso de la detergencia con AE respecto de los valores obtenidos
por la soluciéon enzimatica sin tensioactivos tiene lugar a partir de los 20 minutos.
Teniendo en cuenta que Martinez-Gallegos et al. (2011) indicaron que los AE tienen
una cierta tendencia a la formacion de complejos de inclusién con el almidon, el
descenso de detergencia podria indicar una cierta competicion entre el tensioactivo
y la a-amilasa por el sustrato, afectando los fendmenos de complejacion a la

actividad catalitica.

Puesto que este efecto parece ser dependiente del tiempo y se observo a partir
de los 20 minutos de ensayo, se planificé un experimento de lavado con solucion de
a-amilasa (CE=0.06 g/L) y adicion progresiva de AE a 60 °C, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 4.17 y la Figura 4.23. En los primeros 20 minutos la solucion
detergente solo contenia enzima; a los 20 minutos se anadi6 AE hasta alcanzar una
concentraciéon de 1.0 g/L en el bafio de lavado y a los 40 minutos se anadi6 AE de
nuevo para llegar a una concentracion de 2.0 g/L, prolongando la duracion del
ensayo hasta los 60 minutos. Para ello se afnadieron 5 mL de una disolucion
concentrada de AE de 100 g/L a los 20 y a los 40 minutos. Teniendo en cuenta que
el volumen total del bano de lavado es de 500 mL se puede considerar que el
incremento de volumen por la adicion de tensioactivo es despreciable. En la Tabla
4.17 se muestran los resultados de detergencia medios obtenidos en funciéon del
tiempo y la desviacion standard de las tres réplicas realizadas. En la Figura 4.23 se

muestra el perfil detergencia/tiempo del ensayo de adicién progresiva de AE
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comparandose con los resultados obtenidos con los ensayos de lavado de la misma

solucién enzimética sin tensioactivo y con AE 1.0 g/L.

Tabla 4.17. Influencia de la adicion progresiva de AE sobre la detergencia de una
solucion enzimatica (CE=0.06 g/L en tampén pH 7), 60 °C

t, min Cae (g/L) De (%) SD (%)
o 0.0 0.00 0.00
5 0.0 2.46 1.47
10 0.0 6.13 1.09
20 1.0 14.20 0.89
30 1.0 19.88 2.46
40 2.0 27.60 0.99
50 2.0 32.17 1.20
60 2.0 38.53 0.62
De (%)
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—{+AE1.0gL
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Figura 4.23. Comparacion de la detergencia obtenida en BSF con soluciones
enzimaticas (CE=0.06 g/L en solucion tampén pH 7) sin tensioactivo, con 1 g/L de
AE y con adicion progresiva de AE de 0 a 2 g/L, 60 °C (en adicion progresiva de AE, Cag

=0.0 g/L.de 0 a 20 min, Cag = 1.0 g/L de 20 a 40 min y Cag=2.0 g/L de 40 a 60 min)

Se puede observar que en el ensayo de adicion secuencial de AE la pendiente del
perfil detergencia-tiempo va disminuyendo conforme se adiciona el tensioactivo.

Durante los primeros 20 minutos los perfiles de lavado son muy similares, contenga
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o no AE la solucion enzimatica. A partir de los 20 minutos los tres perfiles de
detergencia se van separando, siendo menor la detergencia del ensayo de adicion
secuencial de AE en el tramo en el que su concentracion ya es de 2.0 g/L. A esta
concentracion la detergencia a 50 minutos es igual a la obtenida sé6lo en 45 minutos
en el ensayo con Car constante a 1.0 g/L. Igualmente, cuando han transcurrido 60
minutos y Ca = 2.0 g/L la detergencia es so6lo ligeramente superior a la obtenida a
45 minutos con la soluciéon enzimatica en ausencia de tensioactivo. Estos resultados
parecen confirmar el efecto negativo del tensioactivo AE sobre la detergencia de
soluciones de a-amilasa, efecto mas acusado conforme aumenta su concentracion

en la solucién de lavado.

Las soluciones enzimaticas con los tensioactivos LAS, PGE-OE2 y ECA-OE10
son las que han demostrado valores superiores de detergencia a todos los tiempos
estudiados, aun sin ser la diferencia a tiempo final estadisticamente significativa con
respecto a la solucion sin tensioactivos. Jurado et al. (2012a) encontraron que el
éster de glicerina polietoxilado PGE-OE2 mostraba un alto poder de mojado, sobre
todo en comparaciéon con el PGE-OE17, lo que podria influir positivamente en la
eficacia de lavado del almidén seco. El lavado con LAS de gel de almidén humedo y
de proteina sobre diversos tipos de sustrato ha sido estudiado por Jurado et al.
(2011¢c, 2014), obteniendo en estos estudios un grado de detergencia similar al
obtenido con diversos tensioactivos no i6nicos en las mismas condiciones

experimentales.

4.3 Limpieza de almidén seco mediante aplicacion de corriente

continua

En este apartado se analizan los resultados obtenidos en los ensayos de lavado
de almidon seco adherido a esferas de acero inoxidable realizados en el dispositivo
de electrolimpieza descrito en el apartado 2.9. El estudio de la eficacia de lavado se
estructur6 en dos fases. En la primera se estudiaron diversos factores que podian
afectar a la limpieza y se definieron las condiciones de trabajo que maximizan la
detergencia y minimizan el consumo energético a partir de los resultados mostrados

en el apartado 3.3.1. A partir de los resultados experimentales mostrados en el
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apartado 3.3.2 se estudia la contribucion que sobre la eficacia de lavado tiene el uso

de tensioactivos en el proceso de electrolimpieza.

4.3.1 Analisis de la influencia de distintas variables en el

proceso de lavado mediante electrolimpieza

4.3.1.1 Influencia de voltaje y polaridad

Se estudi6 la limpieza mediante corriente continua utilizando una disoluciéon
acuosa de NaOH de pH 13 y conectando las esferas sucias al polo negativo del
generador (catodo) de manera que se utilizan las condiciones de la limpieza catédica
(ver 1.5.1). De esta forma se pretenden combinar varios efectos que podrian
contribuir a la limpieza del almidén. Por una parte, la degradacion que
experimentan los granulos de almidon en soluciones altamente alcalinas (Han y
Lim, 2004;Lai et al., 2004; Lee et al., 2009b) podria verse incrementado por el
aumento del pH en las proximidades del catodo debido a la liberacion de iones
hidroxilo como producto de la reaccion de reduccion. Por otra parte, la liberacion de
burbujas de gas hidrogeno en la misma reacciéon realiza una accién mecanica de
arrastre que puede contribuir al desprendimiento del almidén seco adherido a las

esferas (Zaki, 2007).

Con estas premisas se estudi6 la influencia del voltaje aplicado en la
electrolimpieza de las esferas de acero inoxidable conectadas al catodo realizando
los ensayos de lavado a una temperatura de 20 °C. Los resultados se mostraronen la
Tabla 3.33,representandose en la Figura 4.24 la detergencia media (De) obtenida en
ensayos de lavado de duraciéon 10 minutos (a) y 20 minutos (b) en funciéon del
voltaje aplicado en el intervalo de 0 V (sin conexién al generador) hasta 10 V. La
barra de error representa la desviacion standard de las tres réplicas realizadas de

cada experimento.
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Figura 4.24. Influencia del voltaje aplicado sobre la limpieza de almidén seco
adherido a acero inoxidable mediante aplicacion de corriente continua (20°C, pH
13). Tiempo de operacion: a) 10 minutos, b) 20 minutos

Tanto en periodos de lavado de 10 como de 20 minutos se observa en primer
lugar que la aplicacion de corriente continua a las esferas ensuciadas supone un
incremento significativo de la detergencia, siendo ésta mayor cuanto mayor es el
voltaje aplicado. El incremento en la detergencia es especialmente importante en los
ensayos de 10 minutos de duracién. Para este tiempo de lavado y aplicando un
voltaje de 5 V, la detergencia aumenta un 70% con respecto a la obtenida en
ausencia de corriente, y este aumento llega a un 131% cuando se aplica un potencial
de 10 V. En estos ensayos la mayor eficacia de lavado se alcanza con un voltaje de 10
V. Cuando la duracion del ensayo es de 20 minutos la detergencia es muy similar
cuando se aplican 5 V 6 10 V y a su vez practicamente igual a la obtenida con 10 V
durante 10 minutos. Desde un punto de vista de consumo eléctrico, seguridad y
proteccion de las superficies metalicas a lavar sera mas conveniente trabajar con el
mejor voltaje posible siempre y cuando garantice unos resultados de lavado
adecuados. Considerando este criterio las condiciones oOptimas de lavado se

alcanzarian cuando se aplican 5 V de corriente continua durante 20 minutos.

El uso de una disolucién alcalina de pH 13 como férmula de lavado del almidon
seco en el dispositivo BSFse ha estudiado en capitulos anteriores, donde a 40 °Cy
con un caudal de circulacién de 30 L/h so6lo se alcanz6é una detergencia del 28,48%
al cabo de 45 minutos (ver Tabla 3.14). Esta detergencia obtenida en el dispositivo
BSF es similar a la alcanzada en el dispositivo de electrolimpieza a 20 °C aun sin

aplicar corriente continua tras s6lo 10 minutos, y sensiblemente menor a la
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obtenida tras 20 minutos de lavado. Se considera que esto es debido al
empaquetamiento de las esferas sucias en la columna de lavado del BSF y a la
consiguiente dificultad de acceso de la solucion pH 13 a la suciedad. Teniendo estos
valroes de detergencia como referencia, la eficacia de lavado de la solucion pH 13 en
BSF aumenta si se modifican factores influyentes en el lavado: al aumentar el caudal
de 30 a 60 L/h la detergencia aumentaba un 18% (ver Tabla 3.15), mientras que si
se eleva la temperatura de 40 a 60 °C aumentaba un 45% (Figura 4.18). Estos
incrementos quedan muy lejos de los alcanzados en el dispositivo de electrolimpieza
aplicando voltajes de tan s6lo 5 V 0 10 V, lo que indica que este método es altamente
adecuado para la limpieza de almidon seco adherido a superficies de acero

inoxidable en las que este dispositivo se pueda aplicar.

Posteriormente se analiz6 la influencia que tiene sobre el lavado un cambio en
la polaridad del sistema. Para ello, utilizando las condiciones de lavado sefialadas
(solucién acuosa de NaOH de pH 13, 20 °C, 5 V, 20 minutos), se conectaron las
esferas ensuciadas al &nodo del generador de CC. En la Figura 4.25 se muestran los
resultados obtenidos cuando se produce un cambio en la polaridad en el proceso de
electrolimpieza en comparacion con los obtenidos por la limpieza catédica en las
mismas condiciones y con los resultados obtenidos sin aplicacion de corriente. La
detergencia media del lavado con conexion al &nodo fue similar a la obtenida sin
aplicar corriente alguna. Esto indica que no se ejerce efecto alguno sobre el proceso
de limpieza. Sin embargo, cuando las esferas se conectan al catodo, la detergencia es
de un 65.7%, un 52% superior a la limpieza alcanzada sin llevar a cabo el proceso de
electrolimpieza. A raiz de estos resultados se prosigui6 con el estudio del lavado del

almidon seco con conexion de las esferas al catodo del generador de CC.
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Figura 4.25. Influencia del cambio de polaridad sobre la limpieza de almidén seco
adherido a acero inoxidable mediante aplicacion de corriente continua. 20°C, pH 13,
20 minutos

4.3.1.2 Influencia de la temperatura

La temperatura es un factor fundamental a la hora de planificar los procesos de
limpieza, especialmente cuando se trata de superficies solidas (Goode et al., 2013).
Generalmente, un aumento de la temperatura facilita la limpieza pero también eleva
los costes energéticos del proceso. Para conocer la influencia de la temperatura en la
limpieza del almidéon seco mediante aplicacion de corriente continua se realizaron
ensayos de lavado a 10, 20, 40 y 60 °C utilizando una disolucién acuosa de NaOH
pH 13 como bafio de lavado y comparando los resultados obtenidos aplicando 5V de
corriente continua con los obtenidos mediante inmersion de las esferas sin conexion
alguna al generador. En la Figura 4.26 se muestran los resultados de los ensayos de
lavado obtenidos al cabo de 10 minutos y 20 minutos de operaciéon. Las barras de

error representan la desviacion standard de un minimo de tres repeticiones.
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Figura 4.26. Influencia de la temperatura y tiempo de operacion sobre la limpieza
de almidén seco adherido a acero inoxidable mediante aplicacién de corriente
continua. pH 13. Tiempo de operacion: (a) 10 minutos, (b) 20 minutos. Sin
aplicacion de corriente (/" ), Corriente continuade 5V (H)

Como cabia esperar, el aumento de temperatura incrementa de forma general
los resultados de detergencia tanto en los ensayos realizados sin aplicar corriente
como cuando se aplica un potencial de 5 V. Centrando el analisis en estos altimos
resultados, en los lavados realizados a 10 minutos (Figura 4.26 (a)) se observa que el
aumento progresivo de temperatura tiene un efecto mas acusado sobre la
detergencia que el obtenido cuando la duracion del lavado es de 20 minutos (Figura
4.26 (b)). Concretamente, en lavados realizados durante 10 minutos a un potencial
de 5 V, el aumento de temperatura de 20 °C a 60 °C elevo en promedio la
detergencia un 49%, mientras que el incremento promedio fue sblo del 17% cuando
la duracién del lavado fue de 20 minutos en las mismas condiciones. En los ensayos
a mayor temperatura (60 °C) el aumento de la detergencia al aplicar un voltaje de 5
V sigue siendo relevante, incrementandose ésta un 23% en los ensayos de 10
minutos y un 51% en los de 20 minutos de duraciéon con respecto a los ensayos sin

aplicacion de corriente continua.

De la observacion de la Figura 26 (a) y (b) se deduce que el efecto positivo que
tiene el aumento de temperatura sobre la eficacia de lavado puede obtenerse
prolongando la duracion del ensayo, lo cual repercute en una reduccién del coste
energético del proceso. Aun asi, un tiempo de lavado de 20 minutos es inferior a la

duracion habitual de los procesos de lavado en la industria alimentaria, en los que
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sOlo el ciclo de lavado alcalino puede durar entre 10 y 30 minutos, y dependiendo de
la suciedad a limpiar, puede extenderse hasta los 60 minutos (Moerman et al.,

2014).

Como conclusion estos resultados permiten afirmar que mediante la aplicacion
de un potencial de 5 V de corriente continua se pueden conseguir 6ptimos valores de
detergencia con soluciones alcalinas a temperatura ambiente (20°C) utilizando

tiempos de lavado de 20 minutos.

4.3.1.3 Influencia del pH

Los procesos de limpieza y desinfeccion que hacen uso de la electrolisis del agua
utilizan soluciones tanto acidas como bésicas en funcion del tipo de suciedad y
requerimientos de la superficie a limpiar (Chen, 2006; Zaki, 2007). Por ello se
consider6 adecuado el estudio de la limpieza electroquimica del almidon seco
utilizando soluciones en un rango de pH de 1 a 13, ensayando concretamente
soluciones de pH 1, 7, 10 y 13 preparadas segun lo descrito en los apartados 2.8.2 y
2.9. Las condiciones experimentales fueron las consideradas como Optimas en
apartados anteriores: potencial de 5 V durante 20 minutos a 20 °C. Los resultados
de dichos ensayos se mostraron en la Tabla 3.37 y se representan en la siguiente
figura.

De (%)
70 -
60 -

50 A

30

20

o |
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Figura 4.27. Influencia del pH de la solucion de lavado sobre la limpieza de
almidon seco adherido a acero inoxidable mediante aplicacion de corriente
continua (5 V, 20 min, 20 °C). Las barras de error representan la desviacion standard de un
minimo de tres repeticiones.
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Los resultados obtenidos en el dispositivo de electrolimpieza a pH=7 y pH=10
son consistentes con los proporcionados por el dispositivo BSF, en el cual se
realizaron ensayos de lavado con soluciones de pH 7 y 10 obteniendo una
detergencia proxima a cero en todos los casos (ver Tabla 3.10 y Figura 4.12). La
aplicacion de corriente continua en el lavado de almidén seco con soluciones de
estos valores de pH no mejora la detergencia, que sigue siendo insignificante en
comparacion con los resultados obtenidos a pH 13. En el apartado 4.1.2.1 ya se ha
discutido la influencia de los alcalis sobre la estructura interna del almid6n y coémo
el tratamiento alcalino reduce el grado de polimerizacion y favorece su solubilidad
(Jackson et al., 1998; Han, y Lim, 2004; Lai et al., 2004) dando lugar a importantes
valores de detergencia. Estos resultados se ven significativamente incrementados al
aplicar una corriente continua entre los dos polos sumergidos en la solucion

alcalina, como se puede observar en la Figura 4.24.

Con respecto al efecto de los acidos sobre el almidon, éstos se utilizan para la
produccion de almidones modificados por medio de hidrolisis acida (generalmente
en presencia de alcoholes) si bien las condiciones para favorecer la ruptura de los
enlaces glicosidicos implican elevadas temperaturas y tiempos de reaccion
(Betancur y Chel, 1997; Yiu et al., 2008). La baja detergencia obtenida en los
ensayos a pH 1 (s6lo un 4%) parece ser debida a las suaves condiciones utilizadas en
este estudio (20 °C, tiempo de lavado de 20 minutos), insuficientes para dar lugar a
la hidrolisis acida. La aplicaciéon de corriente continua en esta solucion acida y con
estas condiciones de ensayo tampoco proporciona resultados significativos en la

detergencia.

4.3.1.4 Influencia del mojado previo

Se realizaron ensayos de lavado con un tiempo de mojado de las esferas sucias
en la solucion pH 13 (de 10 o 20 minutos) previo a la aplicacion de corriente
continua, con el fin de determinar si el hinchamiento y degradacion alcalina del
sustrato producido durante ese periodo de mojado previo proporcionaba mejores
resultados de detergencia en comparacién con los ensayos descritos en 4.3.1.1. Para
ello se utilizaron de nuevo las condiciones experimentales consideradas Optimas
(aplicacion de 5 V, 20 °C) en ensayos con aplicaciéon de corriente durante 10 y 20

minutos. Los resultados se muestran en la Figura 4.28 en comparacion con la
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detergencia obtenida en los ensayos de la misma duracion sin mojado previo (en

ausencia de corriente y con 5 V).
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Figura 4.28. Influencia del tiempo de mojado previo sobre la limpieza de almidén
seco adherido a acero inoxidable mediante aplicaciéon de corriente continua (20°C,
pH 13, 5 V). Tiempo de lavado: a) 10 minutos, b) 20 minutos

Se observa que cuando el tiempo de mojado previo es de 10 minutos no se
obtienen mejoras en la detergencia, ni en ensayos de 10 ni de 20 minutos de
duracion. Cuando el tiempo de mojado previo es de 20 minutos la detergencia
aumenta en los ensayos de 10 minutos de duracion, si bien ese efecto no tiene lugar
en los ensayos de lavado de 20 minutos. A la luz de estos resultados se concluye que
el periodo de mojado previo en el proceso de electrolimpieza a 5 V no favorece el

lavado en las condiciones experimentales fijadas.

4.3.2 Analisis de la influencia de los tensioactivos en el proceso

de lavado mediante electrolimpieza

El estudio de los factores que afectan al proceso de lavado de almidon seco
mediante electrolimpieza se completd con ensayos de lavado en las condiciones
consideradas oOptimas, obtenidas en el apartado anterior 4.3.1, utilizando como
solucion de lavado NaOH pH 13 junto con distintos tensioactivos no iénicos y
anionicos en concentracion 1.0 g/L (expresada en base seca). Los resultados medios

de estos ensayos se presentaron en la Tabla 3.42.
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Para determinar si las diferencias obtenidas entre los distintos tensioactivos son
estadisticamente relevantes se realizd un anélisis de la varianza (ANOVA) a los
valores de detergencia con cada una de las soluciones de lavado estudiadas. Su

resultado se muestra en la Tabla 4.18.

Tabla 4.18. Lavado por aplicacion de corriente continua (20 °C, 5V, 20 min.)
Analisis de la varianza de la detergencia de soluciones de NaOH pH 13 en ausencia
y presencia de tensioactivos

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados G.L. Medio Razon-F p-valor
Entre
1760.21 7 251.46 17.03 0.0000
grupos
Intra grupos 205.25 20 14.76
Total 2055.47 27

Se obtiene que el p-valor de la prueba es 0.0000, mucho menor que 0.05y por
lo tanto existe una diferencia estadisticamente significativa entre las detergencias
obtenidas por electrolimpieza conlos 8 tensioactivos estudiados con un nivel del

95.0% de confianza.

A continuacion, al igual que en el apartado 4.2.3, se aplico el procedimiento de
minima diferencia significativa de Fisher a las detergencias obtenidas con
soluciones NaOH pH 13 en ausencia y presencia de tensioactivos con el fin de
determinar si existen grupos homogéneos de tensioactivos en cuanto a su eficacia de
lavado por el método de electrolimpieza. En la Tabla 4.19 se muestras la
comparacion por parejas que determina las diferencias significativas y la formacion
de grupos homogéneos. Mediante asterisco se indican los pares de conjuntos cuyas
medias muestrales son significativamente diferentes con un nivel del 95% de

confianza.
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Tabla 4.19. Lavado por aplicacion de corriente continua (20 °C, 5V, 20 min.)
Diferencias minimas y diferencias estimadas entre cada par de medias de
detergencia de soluciones NaOH pH 13 en presencia y ausencia de tensioactivos

Contraste Dif. minima Dif. estimada Significacion
Sin tensioactivo — AE 6.5440 -22.0600 *
Sin tensioactivo — APG 5.8531 -8.5207 *
Sin tensioactivo— PGE-OE2 6.5440 -23.2000 *
Sin tensioactivo — PGE-OE17 6.5440 -23.0767 *
Sin tensioactivo — ECA-OE3 6.5440 -19.2100 *
Sin tensioactivo — ECA-OE10 6.5440 -15.4533 *
Sin tensioactivo — LAS 5.8531 -7.0827 *
AE — APG 5.8531 13.5393 *
AE - PGE-OE2 6.5440 -1.1400

AE — PGE-OE17 6.5440 -1.0200

AE — ECA-OE3 6.5440 -2.8500

AE — ECA-OE10 6.5440 6.60667 *
AE - LAS 5.8531 14.9773 *
APG — PGE-OE2 5.8531 -14.6793 *
APG — PGE-OE17 5.8531 -14.5560 *
APG — ECA-OE3 5.8531 -10.6893 *
APG — ECA-OE10 5.8531 -6.9327 *
APG - LAS 5.0690 1.4380

PGE-OE2 — PGE-OE17 6.5440 0.1233

PGE-OE2 — ECA-OE3 6.5440 3.9900

PGE-OE2 — ECA-OE10 6.5440 7.7467 *
PGE-OE2 — LAS 5.8531 16.1173 *
PGE-OE17 — ECA-OE3 6.5440 3.8667

PGE-OE17 — ECA-OE10 6.5440 7.6233 *
PGE-OE17 — LAS 5.8531 15.9940 *
ECA-OE3 — ECA-OE10 6.5440 3.7567

ECA-OE3 — LAS 5.8531 12.1273 *
ECA-OE10 — LAS 5.8531 8.3707 *

A partir de estas diferencias la prueba de Fisher detecta cuatro grupos
homogéneos de soluciones de lavado (nombrados a, b, ¢ y d en orden de menor a
mayor valor de detergencia media), entre los cuales se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas. En la Figura 4.29 se representa la detergencia media
y desviacion standard (mediante barra de error) de cada una de las formulaciones
de lavado estudiadas, indicando los grupos homogéneos en los que se incluye cada

una.
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Figura 4.29. Lavado por aplicacion de corriente continua (20 °C, 5V, 20 min.).
Detergencia en soluciones de NaOH pH 13, influencia de la presencia (1.0 g/L) de
tensioactivo.(La barra de error representa la desviacion standard. Las letras a-d denotan
diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test de Fisher al 95% de nivel de
confianza)

Los resultados del test de Fisher indican que la detergencia de la solucién NaOH
pH13 constituye un grupo estadisticamente diferente a la detergencia obtenida con
el resto de disoluciones. Por tanto, una primera conclusion de este analisis es que
todos los tensioactivos estudiados mejoran de forma significativa la detergencia de
una solucién NaOH pH 13 cuando se aplica corriente continua en las condiciones

descritas.

Dentro de los tensioactivos estudiados los no i6nicos AE y los dos ésteres de
glicerina polietoxilados (PGE-OE2 y PGE-OE17) asi como el tensioactivo ani6nico
ECA-OE3 son los que proporcionan un aumento mayor de la detergencia,
obteniendo valores que rozan el 90%. El dispositivo de electrolimpieza constituye
un método novedoso ya patentado (Vicaria et al., 2014). Estos resultados
constituyen un punto de partida interesante para un estudio posterior de los
mecanismos y la eficacia de lavado de diversas soluciones detergentes cuando al

sistema sustrato-bafo se le aplica corriente continua.
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A continuacidén se enumeran las conclusiones maés relevantes obtenidas de la

investigacion desarrollada a lo largo de la presente Tesis Doctoral:

1.

Los tensioactivos no ionicos estudiados muestran distintos resultados en su
interaccion con particulas de silice y magnetita. Mientras el AE (alcohol
etoxilado) se adsorbe sobre todas las particulas estudiadas, no se observa
interaccion entre el tensioactivo APG (alquilpoliglucésido) y las particulas
de silice. La magnitud de la interaccion depende de la superficie especifica y
el diametro de las particulas, detectindose mayor interaccién con las
microparticulas de silice Sipernat 50 (S50). Cuando la concentracion de S50
es de 1.0 g/L se adsorbe un 36% del tensioactivo AE presente inicialmente
en la solucion acuosa. Se establecen por tanto las microparticulas S50 como
referencia para el estudio de la eficacia de lavado de soluciones detergentes

con particulas en el resto del trabajo.

Se ha modelizado la detergencia alcanzada en el dispositivo de limpieza BSF
a los 45 minutos de lavadocon soluciones a pH constante, con adicion de AE
y de APG y con particulas S50 mediante un disefio de experimentos,
analizando las variables concentracion de particula (CMP), pH y caudal (Q).
En los tres disenos realizados la detergencia se ajusta a un modelo empirico
lineal con interaccién entre factores y con adiciéon de un término cuadratico
de pH.

La detergencia de almidéon seco adherida a acero inoxidable esta
fuertemente condicionada por el pH de la soluciéon de lavado, adquiriendo
valores significativos tan solo con soluciones de pH 13, independientemente
de la presencia de tensioactivos. El caudal también tiene un efecto positivo
sobre la detergencia en los tres disefios realizados, aunque de menor
magnitud. Sin embargo, la concentracion de particulas S50 tiene diferentes
efectos en funcion de la solucidon estudiada. En disoluciones con pH
comprendido entre 7 y 13 en ausencia de tensioactivo no tiene efecto alguno
sobre la detergencia, mientras que en presencia de AE tiene un efecto
negativo, descendiendo conforme aumenta la CMP. La adsorcion de AE

sobre las particulas S50 no contribuye por tanto a la eficacia del proceso de
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lavado, sino que la reduce. Por ultimo, se observa un aumento de la
detergencia de soluciones que contienen APG, aumentando este efecto al
incrementarse la CMP y el caudal. El 6ptimo de detergencia se obtiene con
soluciones de lavado que incorporan APG en las condiciones de

concentracion de S50, pH y caudal mas elevadas.

Los perfiles de detergencia en funcion del tiempo de lavado muestran que la
influencia del pH y del caudal sobre la detergencia son patentes desde los
primeros minutos de ensayo. Cuando a las soluciones de lavado pH 13
estudiadas se les anade particulas S50 en concentracion 0.1 g/L no se
observan efectos claros sobre la detergencia, a diferencia de los resultados
obtenidos cuando CMP=1.0 g/L. Por lo tanto se recomienda utilizar una
concentracidon cercana a este valor para conseguir influir en la eficacia de
lavado, obteniéndose resultados 6ptimos para la solucion pH 13 con APG y
CMP=1.0 g/L.

La enzima a-amilasa utilizada es estable en soluciones de tensioactivos
anionicos (lineal alquilbenceno sulfonato (LAS) y dos acidos alquil éter
carboxilicos (ECA)) y no i6nicos (alcohol etoxilado (AE), alquilpoliglucosido
(APG) y dos ésteres de glicerina polietoxilados (PGE)). El analisis estadistico
realizado no muestra diferencias significativas en la actividad enzimética en

ausencia y en presencia de cada uno de los tensioactivos ensayados.

El lavado de almidén seco adherido a acero inoxidable mediante soluciones
de a-amilasa (pH 7) en el dispositivo BSF depende fuertemente de la
temperatura y concentraciones de enzima utilizadas. Las condiciones de
lavado 6ptimas dependeran de un analisis que evalte el coste de la enzima y
la eficacia de lavado que se pretende conseguir. La adiciéon de las particulas
S50 a la solucidon enzimatica no ha tenido efectos significativos sobre la

detergencia en los ensayos de lavado realizados.

La adicion de tensioactivos,tanto aniénicos como no i6nicos, a la solucion de
lavado con a-amilasa no mejora o incluso en algunos casos empeora la
detergencia alcanzada para el almidén seco. En los ensayos a 40 °C la
adicion de los tensioactivos no iénicos AE y APG produce unos perfiles

detergencia-tiempo practicamente coincidentes con el de la solucion
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enzimatica sin tensioactivos.A 60 °C se realizd un analisis estadistico para
evaluar si existian diferencias significativas sobre la detergencia alcanzada a
tiempo final entre la solucion enzimatica sin tensioactivos y con cada uno de
los tensioactivos estudiados. Se encontré que ninguno de ellos mejoraba
significativamente la detergencia de la soluciéon sin tensioactivo. Los
tensioactivos AE y el 4cido alquil éter carboxilico ECA-OE3 reducen el valor

de detergencia final.

8. Se ha aplicado corriente continua para llevar a cabo la limpieza de almidén
seco adherido a acero inoxidable, poniéndose a punto un dispositivo de
electrolimpieza. Se ha demostrado que la inmersion de las esferas sucias en
solucion pH 13 y su conexién al citodo de un generador de corriente
continua (voltajes entre 1 y 10 V) aumenta la detergencia de forma

significativa con respecto a los ensayos de lavado sin corriente alguna.

9. El uso de soluciones de pH inferior a 13 en el dispositivo de electrolimpieza
para la eliminacion de almidon seco no proporciona resultados
satisfactorios. El incremento de temperatura si tiene un efecto positivo sobre
la detergencia, pero fundamentalmente en los ensayos de corta duraciéon (10
minutos). Se han establecido unas condiciones Optimas de lavado de
acuerdo con criterios de eficacia y ahorro energético: soluciéon de lavado pH

13, voltaje 5V, tiempo de limpieza 20 minutos y 20 °C.

10.El anélisis estadistico realizado muestra que todos los tensioactivos
ensayados anadidos a la solucion pH 13 aumentan la detergencia en el
dispositivo de electrolimpieza en las condiciones Optimas de lavado
descritas en el punto anterior. En estas condiciones experimentales se
alcanzan detergencias proximas al 90% con alcohol etoxilado (AE), los
ésteres de glicerina polietoxilados (PGE-OE2 y PGE-OE17) y el acido alquil
éter carboxilico ECA-OES3.
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Below the most important conclusions obtained from the research carried out in
this Ph.D. Thesis are listed:

1.

The non ionic surfactants studied show different results with respect to
their interaction with silica and magnetite particles. While the ethoxylated
alcohol (AE) adsorbs on the surface of all the particles studied, no
interaction is observed between the alkylpolyglucoside (APG) and the silica
particles. The magnitude of the interaction depends on the specific surface
and particle diameter, being observed a higher interaction with the silica
microparticles Sipernat 50 (S50). When S50 concentration is 1.0 g/L a 36%
of the initial concentration of the surfactant AE in the aqueous solution is
adsorbed. Thus, the particles S50 are selected as a reference in this work for

the study of the cleaning efficiency of detergent solutions with particles.

A model for the detergency reached in the cleaning device BSF at 45
minutes with solutions with pH constant, with addition of AE and APG and
including particles S50 has been developed by design of experiments. The
three factors analyzed has been particle concentration (CMP), pH and flow
rate (Q). In the three designs carried out detergency adjusts to an empirical
lineal model with interaction between factors and with the addition of a

quadratic term for pH.

The detergency of dried starch adhered to stainless steel is strongly
determined by the pH of the washing solution, reaching significant values
only with pH 13 solutions, regardless of the presence of surfactants. Flow
rate has a positive effect on detergency too, although in a lesser extent.
Nevertheless, the concentration of particles S50 has different effects on
detergency depending on the solution considered. In solutions with a pH
value between 7 and 13 in absence of surfactants it doesn’t have any effect,
while in the presence of AE it has a negative effect which is more

remarkable when CMP increases.

Detergency profiles as a function of time show that the influence of pH and
flow rate on detergency is noticeable since the beginning of the test. When

particles S50 are added in a concentration of 0.1 g/L to detergent solutions
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at pH 13 no noticeable effects in detergency can be observed, unlike
cleaning tests with solutions with CMP = 1.0 g/L. Thus, a concentration
near this value is recommended when studying the influence of these
particles on cleaning efficiency, obtaining optimal results with the pH 13
solution with APG and CMP = 1.0 g/L.

The a-amylase enzyme used in this work is stable in anionic surfactant
solutions (a linear alkylbenzene sulfonate (LAS) andtwo alkyl ether
carboxylic acids (ECA)) and non ionic surfactant solutions (an ethoxylated
alcohol (AE), an alkylpolyglucoside (APG) and twopolyoxyethylene mono-
and diglycerides (PGE)). The statistical analysis performed doesn’t show
significant differences in enzymatic activity either in absence or in presence

of each one of the surfactants studied.

The washing process of dried starch adhered to stainless steel with a-
amylase solutions (pH 7) in the BSF device has a strong dependence on
temperature and the enzyme concentration used. Optimal cleaning
conditions will be determined with the help of an analysis based on the

enzyme cost and the cleaning efficiency wanted.

The addition of anionic or non ionic surfactants to cleaning solutions with
a-amilasedoesn’t improve the detergency results obtained for dried starch,
getting it worse in some cases. In cleaning tests at 40 °C the addition of the
non ionic surfactants AE and APG results in detergency-time profiles
almost coincident with the profile obtained for the enzymatic solution
without surfactants. A statistical analysis was performed with detergency
results at 60 °C in order to assess the differences on detergency at the end
of the test when used enzymatic solutions in absence and in presence of all
the surfactants studied. It was found that none of them gave better results
than obtained with the enzymatic solution without surfactants. Surfactants
AE and the alkyl ether carboxylic acid ECA-OE3 worsen final detergency

results.

8. A direct current flow has been applied for cleaning dried starch adhered to

stainless steel, setting up an electrocleaning device. It has been proved that

the immersion of dried spheres on aqueous solutions with pH 13 and its
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connection with the cathode of a direct current generator (voltage between
1 and 10 V) increase significantly the detergency with respect to cleaning

tests without any direct current performed in the same device.

9. The use of aqueous solutions with a pH value under 13 in the electrocleaning

10.

device doesn’t get satisfactory results in the cleaning of dried starch. The
increase in temperature values has a positive effect on detergency, but
mainly in short length (10 minutes) cleaning tests. Optimal cleaning
conditions have been set according to efficiency and energetic savings
criteria: aqueous solution with pH 13, voltage 5 V, cleaning time 20 minutes

and 20 °C.

Statistical analysis performed show that all the surfactants tested when
added to aqueous solution pH 13 increase detergency results in the
electrocleaning device when the aforementioned optimal experimental
conditions are used. In these experimental conditions detergency values
near 90% has been obtained when used ethoxylated alcohol (AE), the two
polyoxyethylene glicerine esters (PGE-OE2 and PGE-OE17) and the alkyl
ether carboxylic acid ECA-OES.
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A
ANOVA
AR
ARn
Ar
Abs
Abs,90
Abs,90
AE
APG
A200
A380
BSF
Cae

Calmidén

Calmidénmax

Carc

CA200

CA380

CcC
Ce

CE
CIP
Cm
CMC

Actividad enzimatica (U)

Analisis de la varianza

Actividad relativa (%)

Actividad relativa media (%)

Actividad enzimatica en presencia de tensioactivos (U)
Absorbancia

Absorbancia a 490 nm

Absorbancia a 490 nm a tiempo inicial del ensayo de lavado
Alcohol etoxilado

Alquilpoliglucosido

Nanoparticulas de silice Aerosil® 200

Nanoparticulas de silice Aerosil® 380

Dispositivo Bano-Sustrato-Flujo

Concentracion de AE en el sobrenadante de suspensiones de
particulas (mg/L)

Concentraciéon de almidén en la solucion de lavado a tiempo t
(mg/L)

Concentraciéon maxima de almidén en la soluciéon de lavado
(mg/L)

Concentracion de APG en el sobrenadante de suspensiones de
particulas (mg/L)

Concentracién de A200 en el ensayo de interaccidon entre
tensioactivos y particulas (g/L)

Concentracion de A380 en el ensayo de interaccion entre
tensioactivos y particulas (g/L)

Corriente continua

Concentracién de enzima en el ensayo de actividad de la
enzima a-amilasa (mg/L)

Concentraciéon de enzima en los ensayos de lavado (g/L)
Sistema de limpieza “Cleaning in place”

Concentracién de maltosa (mg/L)

Concentracion micelar critica (g/L)
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CMP

Cwmps

Cnpso

CSso

CT
Da
De
Des

Depeso45min

De:
DID
DNS
DP
D1

D2

D3

ECA

ECA-OE3

ECA-OE10

EOW

ERW
EW

Concentracion de particulas S50 (g/L)

Concentracion de MP5 en el ensayo de interaccion entre
tensioactivos y particulas (g/L)

Concentraciéon de NP50 en el ensayo de interaccién entre
tensioactivos y particulas (g/L)

Concentraciéon de S50 en el ensayo de interaccidén entre
tensioactivos y particulas (g/L)

Concentracién de tensioactivo (g/L)

Unidad de masa atémica (también nombrada como u)
Detergencia (%)

Detergencia a tiempo final del ensayo (%)

Detergencia a tiempo final del ensayo calculada por diferencia
de pesada (%)

Detergencia a un tiempo t (%)

Detergent Ingredients Database

Acido 3,5 dinitrosalicilico

Grado de polimerizacion

Disefio de experimentos que modeliza la detergencia de
suspensiones de S50 en solucion a pH constante

Diseno de experimentos que modeliza la detergencia de
suspensiones de S50 en solucion de AE 1.0 g/L a pH
constante

Disefio de experimentos que modeliza la detergencia de
suspensiones de S50 en solucion de APG 1.0 g/L a pH
constante

Tensioactivo derivado de acidos alquil éter carboxilicos
Derivado de acido alquil éter carboxilico con un promedio de
2.5 unidades de 6xido de etileno

Derivado de acido alquil éter carboxilico con un promedio de
10 unidades de 6xido de etileno

Agua electrolizada oxidante

Agua electrolizada reductora

Agua electrolizada
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FD

G.L.
HLB
LAS

Malmidén

Mbaiio
MP
MP5

IMsustratolavado

Msustrato

Msustratosucio

NP
NP50
PGE

PGE-OE2

PGE-OE17

p-valor

Q
Qz

R2

Raz6n-F

Re
SD
SDS
S50

Factor de dilucion

Grados de libertad

Balance hidrofilo-lipofilo

Lineal alquilbenceno sulfonato

Masa de almidon adherida al sustrato al inicio del ensayo de
lavado (g)

Masa de almidon en el bafio de lavado del dispositivo BSF (g)
Microparticula

Microparticulas de magnetita de diAmetro inferior a 5um
Masa del sustrato una vez finalizado el ensayo y secado en
estufa (g)

Masa del sustrato sin ensuciar (g)

Masa del sustrato sucio al inicio del ensayo de lavado (g)
Nanoparticula

Nanoparticulas de magnetita de diAmetro menor a 50 nm

Ester de glicerina polietoxilado

Ester de glicerina polietoxilado con un promedio de 2
unidades de 6xido de etileno

Ester de glicerina polietoxilado con un promedio de 17
unidades de 6xido de etileno

Umbral de rechazo de la hip6tesis nula en un test estadistico
Caudal (L/h)

Porcentaje de la variacion de la respuesta predicha por el
modelo

Coeficiente de determinacion, porcentaje de la variacion de la
respuesta explicada por el modelo

Cociente entre los cuadrados medios entre grupos e intra
grupos en el ANOVA

Nuamero de Reynolds

Desviacion estandar

Dodecil sulfato so6dico

Microparticulas de silice Sipernat® 50
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T
t

tlavado

Whad

Bemp

Bemp,pu

Bemp,Q

Bo
Bi

By

5PH

BPH2

BPH,Q

Ba

0-2

%RES

Temperatura (°C)

Tiempo (min)

Tiempo de lavado con corriente continua en los ensayos de
electrolimpieza con periodo de mojado previo (min)

Unidad de actividad de la enzima a-amilasa (umol
maltosa)/(mg enzima.min)

Trabajo de adsorcion de una particula sélida a un sustrato
Factores en el Disefio de Experimentos

Variables respuesta en el Disefio de Experimentos

Término de primer orden del modelo empirico de ajuste que
relaciona la respuesta con el factor CMP

Término de interaccion entre los factores CMP y pH del
modelo empirico de ajuste

Término de interaccion entre los factores CMP y Q del modelo
empirico de ajuste

Término independiente del modelo empirico de ajuste
Término de primer orden del modelo empirico de ajuste que
relaciona la respuesta con el factor i

Término de interacciéon entre los factores i y j del modelo
empirico de ajuste

Término de primer orden del modelo empirico de ajuste que
relaciona la respuesta con el factor pH

Término cuadratico del modelo empirico de ajuste que
relaciona la respuesta con el factor pH

Término de interaccion entre los factores pH y Q del modelo
empirico de ajuste

Término de primer orden del modelo empirico de ajuste que
relaciona la respuesta con el factor Q

Error del modelo empirico de ajuste

Varianza de una distribucién normal

Porcentaje de tensioactivo residual en el sobrenadante de

suspensiones de particulas
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