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Resumen

Se investigé el proceso de formacién de color durante la ultrafiltracion de efluentes al-
calinos de extraccién de ARN en levaduras. El desarrolio de color a 30, 40 y 50°C es com-
parado en corridas clasicas de ultrafiltracion en batch con reciclaje de permeado.

El oscurecimiento presenta una fuerte dependencia con respecto a la temperatura, siendo
de tipo exponencial de acuerdo al modelo cinético de Arrhenius.

La energia de activacion es significativamente inferior a la encontrada en otros sistemas
clasicos. El uso de peréxido de hidrogeno como agente de atenuacién de color depende
de la concentracion de éste empleada, viéndose favorecido a bajas temperaturas. El
tiempo de tratamiento no resulté significativo en el intervalo estudiado.

Abstract

The process of colour formation during ultrafiltration of Alkali effluents for the removal
of yeast RNA was investigated. Colour development at 30, 40 and 50°C is compared
in classical batch ultrafiltration runs with permeate recycling. The darkening presents
a strong dependance respect to temperature, following an exponential behaviour ac-
cording to Arrhenius kinetic model.

Activation energy is significantly lower to those found in other classic systems. The
hydrogen peroxide used as a colour attenuation agent depend on the concentration used,
being favoured its action at low temperatures. Treatment time was not significant in

the studied interval.

Introduccion

Durante la operacién en batch de la fil-
tracion por membranas, el medio concen-
trado pierde liquido constantemente pro-
ducto de la extraccién de solvente. La
formacién de la capa de gel introduce una
nueva membrana de tamafio de poro no
controlado, incrementandose la retencién
de los solidos en solucién, tanto macro
como microsoluto’?. Entre los sélidos en
suspensién o disueltos, existen proteinas
contaminantes extraidas por medio alca-
lino, asi como carbohidratos simples, pre-
sentes en el citoplasma celular.

Las condiciones de temperatura y pH
favorecen las reacciones entre estas es-
pecies dando lugar a compuestos inten-
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samente coloreados®. En la industria ali-
menticia muchos de los cambios de com-
posicion quimica, producto de estas reac-
ciones, son deseables pues brindan aro-
ma al producto final*’ Sin embargo reac-
ciones del mismo tipo pueden producir
cambios perjudiciales de color, textura,
composicion e incluso llegar a la destruc-
cion del material.

Las reacciones quimicas de las protei-

nas involucran principalmente las cadenas
laterales de los aminoacidos polares. Las
reactividades relativas de estas cadenas
varian mucho con las condiciones del me-
dio reaccionante.
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Muchas de estas reacciones son con
agentes electrofilicos tales como los de
los grupos aminos con los carbonilos’, den-
tro de ellas se encuentra la reaccién de
Maillard®. Otras, sin embargo, son con
agentes oxidantes: oxigeno del aire, luz,
acidos o alcalis.

El objetivo del presente trabajo es es-
tudiar la influencia de 1a temperatura en la
aparicion de color en la ultrafiltracion de
RNA, asi como tratar de atenuar el mismo
por la accion de agentes quimicos.

Materiales y Métodos

Tratamiento de la crema: La crema de le-
vadura de Kluyveromyces fragilis fue tra-
tada cen agua amoniacal segin Otero”.

Ultrafiltracion: el sistema de UF em-
pleado fue una planta UF-1 (Alfa Laval
Tumba) provista de cartucho de fibra hue-
ca. Romicon (Rohm & Hass) con un cut-off
nominal de 30 mil, la planta fue operada
con una diferencia de presion transmem-
brana (A Pry) de 2,1 X 10° Nm~? y una ve-
locidad de alimentacién de 0,15 m s~ La
temperatura fue variada entre 30 y 50°C.
Las corridas se llevaron a cabo con moda-
lidad batch.

Color: El desarrollo del color fue deter-
minado por lectura de la muestra extraida
a intervalos regulares por duplicado a 420
nm contra un blanco de agua destilada. Se
selecciond esta longitud de onda por co-
rresponder al maximo de absorbancia de la
solucién.

Disefio expjerimental: Para las experien-
cias de remocién de color, se utiliz6 pe-
réxido de hidrégeno a través de un disefio
cuadratico central rotatorio con base 2°,
considerdndose como variables indepen-
dientes la concentracién de H,0,, tempera-
tura y tiempo de tratamiento. El proceso
de remocion se llevé a cabo sobre una
muestra concentrada por UF hasta un vo-
lumen de 1/10 del original.

Resultados y Discusién

La figura 1 muestra los cambios en la
absorbancia a 420 nm para las corridas de
ultrafiltracion a diferentes temperaturas
en funcién del tiempo.

El efecto de la concentracion por la ex-
traccion continua de permeado, el cual
arrastra cantidades significativas de color,
enmascara la identificacién de la cinética
de! proceso. En todos los casos, las figu-
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ra8 se ajustan a una curva potencial nor-
mal del tipo:

Y = A exp.s

Donde: A y B son parametros de ajuste
del modelo

A partir de los resultados observados en
la figura, no es posible arribar a conclusio-
nes en cuanto al comportamiento del co-
lor en funcion de la temperatura. Todo pa-
rece indicar que el efecto del tiempo pre-
domina sobre la temperatura de este sis-
tema, donde la concentracién varia cons-
tantemente a los efectos del incremento
del color. Obsérvese coma los valores
de los exponentes responden proporciorial-
mente al tiempo y no a la temperatura,
Para eliminar esta interferencia el sistema
fue operado a volumen constante, reincor-

porando el permeado al tanque de alimen-
tacion en forma continua.

El resto de los parametros de ultrafiltra-
cién fueron mantenidos a niveles idénti-
cos a las corridas anteriores. Los resulta-
dos se muestran en la figura 2.

El comportamiento observado es expo-
nencial, tal como podria esperarse, de pro-
ducirse color sistematicamente durante la
corrida de ultrafiltracion. Labuza y Riboh"
encontraron que la mayoria de las reaccio-
nes relacionadas con el deterioro de la ca-
lidad de mezclas de alimentos complejos,
ya sea por oxidacion, eliminacion o degra-
daciéon de componentes, siguen un com-
portamiento cinético de orden cero o pri-
mer orden.

Las diferencias estadisticas entre ambos
comportamientos son pequefias a los efec-
tos practicos segun fue demostrado por
Toribio y Lozano"'. La data experimental fue
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ajustada usando un algoritmo de parame-
tros no lineales minimes cuadraticos, dan-
do lugar al modelo siguiente:

C = A-exp. (—kt) (3)

Donde C es el color a un tiempo dado, A
es un parametro de ajuste, K constante de
reaccion vy t el tiempo en minutos.

La tabla 1 ofrece los resultados obteni-
dos a las diferentes temperaturas. En ella
se evidencia la dependencia con esta va-
riable de [a constante de velocidad de
reaccion.

Tabla 1. Resultados del ajustc del modelo cinético
para el desarrollo de color en las corridas
de utrafiltracion

Teimne-
ratura k
(°C) {min—1) A 2
30 181 X 10-3 1,200 0,993
40 2,74 x 103 1,202 0,997
50 2,65 X 10~3 1,208 0,997

"A pertir de estos valores puede estable-
cerse la reiacion de Arrhenius para calcu-
lar la energia de activacion de la reaccién
formadora de colores.

k = ko exp (—Ea/RT)

Donde k. es el factor de frecuencia de co-
lision, Ea la energia de activacién aparen-
te de los gases y T la temperatura en gra-
dos absolutos.

. Los valores ohtenidos para esta recta
fueron:

ke = 147,81, Ea = 6,798 kcal/mol~*
yr = — 0996

Toribio y Lozano' encontraron un oscu-
recimiento mucho mas lento en variedades
de jugo de manzana concentrado, en el
cual coexisten componentes presentes en
nuestros efluentes como los aziicares y
aminoacidos. Reyes" encontré un compor-
tamiento similar en mieles de cafia alma-
cenadas a diferentes temperaturas, ambos
del orden de los dias™! (1 440 veces menor
si-se expresan en las mismas unidades).
En ambos casos, los experimentos fueron
estaticos y a valores :de actividad del agua
(). muy inferiores al caso nuestro. Si
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bien, valores intermedios de aw entre 0,2
y 0,7 favorecen las reacciones de este
tipo, a los efectos cinéticos la alta veloci-
dad de recirculacion del equipo de ultrafil-
tracién (2 000 litros/h) debe compensar la
accion desfavorable de una elevada aw
(0,97, en nuestro caso) por incremento de
la frecuencia de colisién entre los reaccio-
nantes, de ahi su mas rapida formacion.
Esto se confirma con el pequefio valor ob-
tenido para la energia de activacién en
comparacion con los sistemas clasicos
para el deterioro por Maillard.

Las temperaturas medias favorecen el
proceso de ultrafiltracién, por aumento del
flujo por unidad de area y el consecuente
ahorro de membrana necesario para alcan-
zar un nivel de concentracién deseado™".
En consonancia con esto si el compuesto
a purificar es resistente a temperaturas
compiendidas en el entorno de 40-60°C, el
incremento puede ser 50 % superior al ob-
tenido a 30°C.

Por otra parte, el incremento de la tem-
peratura de trabajo trae por consecuencia
la aceleracién de! oscurecimiento del con-
centrado, lo cual encarece la purificacion
posterior del producto a causa de la copre-
cipitacion del ARN con parte de las impu-
rezas de alto peso molecular responsables
del mismo.

Remocidén del color

En la tabla 2 se muestran los resultados
del disefio experimental. Estos fueron eva-
luados y se obtuvo finalmente el polino-
mio siguiente con las variables ya descodi-
ficadas para la remocién del color.

Y = 53,9824 — 1,8665 T — 2,4907 C +
-+ 0,0209 T* -+ 0,2883 C* (4)

Bajo estas condiciones el tiempo resulté
no significativo.

La ecuacién (4) permite, dentro de los
limites del espacio muestral fijados, calcu-
lar el nivel de remocién de color en fun-
cién de la temperatura y la concentracién
de peroxido.

La no significacion del tiempo puede de-
berse a que el intervalo establecido no fue
lo suficientemente amplio para que se evi-
denciara la influencia de esta variable.

La evaluacién de la ecuacién (4) ofrece
la superficie de respuesta que se ilustra
en la figura 3. El anédlisis de comportamien-
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Tabla 2. Niveles de las variables para el ensayo de remacién de color segun diseiio cuadratico central
Variables Alto Medio Bajo 4+ Alfa — Alfa
Temperatura (x,) °C 50 40 30 36,8 23,2
Tiempo (x,) A 2,0 1,25 0.5 2,5 0,00
Concentracién (x;) % 10,0 50 12,7 33
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F16.3 SUPERFICIE DE RESPUESTA TRIDIMENSIONAL GENERADA
PARTIR DEL PCLINOMIO (4)
(¢ TEMPERATURA (°¢)

! CONCEMNTRACION (%)
: REMOCIOH DE COLOR (%)

to de las variables brinda algunos resulta-
dos de interés:

® |as altas temperaturas desfavorecen el
proceso de reduccién de croméforos,
debido probablemente a la descompo-
sicion del perdxido antes de la reaccion
con éstos.

El nivel inferior de concentracion de pe-
roxido seleccionado (5%]) es insuficien-
te para alcanzar una remocién signifi-
cativa de color; ain cuando el proceso
sea conducido a temperatura ambiente
(condiciones mas favorables) obtenién-
dose como méaximo 12% de remocion.

El incremento de la concentracién de
peroxido conduce a un aumento conti-
nuo de la remocién, alcanzando un ma-
ximo de 21%, para el nivel superior de
esta variable [10%).
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De ahi que el proceso no puede ser opti-
mizado, al menos a partir de las variables
coniroladas.

Es importante sefalar, por otra parte,
que de estar presentes compuestos deri-
vades de otras reacciones comprendidas
en Maillard, de origen no reductivo, éstos
no responderan a la accién de agentes oxi-
dantes y por tanto la remocion de la frar-
cion del color que aportan permanecera en
solucion.

Conclusiones

® Duranie el proceso de uitrafiltracion de
los efluentes de exiraccion basica dei
ARN de levaduras, se produce un incre-
mento de coloracion de los mismos, de-
tectandose gue al menos el 20% se pro-
duce por reduccion.

La formacion de color, presenta un
comportamiento exponencial con una
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fuerte dependencia de la constante de
velocidad de reacciéon con la tempera-
tura.

La energia de activacién de la reaccién
de oscurecimiento presenta niveles
muy inferiores a los reportados para los
sistemas clasicos susceptibles a sufrir
deterioro por Maillard.

La remocién de color con perdxido de
hidrégeno depende en gran medida de
la concentracién del reactivo, viéndose
favorecido a temperatura ambiente més
que a 50°C.
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