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RESUMEN

En este trabajo se evalua la eficiencia de una membrana de ultrafiltracion utilizada en el
proceso de concentracion de jarabe glucosado, el cual es producido a anrtir de la hidrolisis
enzimatica del almidén de yuca, por medio de las enzimas Termamyl (a-amilasa) y AMG
(amiloglucosidasa). Los parametros evaluados son: presiéon, temperatura, viscosidad
(concentracion de glucosa) y velocidad de rotacién en revoluciones por minuto (rpm),
demostrandose que las mejores condiciones de trabajo son 250 rpm, 5 psi, y 50°C (temperatura
de proceso). El seguimiento del proceso se realiza evaluando la concentraciéon de glucosa
por medio del método de la glucosa oxidasa, la concentracion de azicares reductores con el
método del DNS, y la determinaci%n de proteinas por el método de Hartree-Lowry.
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ABSTRACT

This work presents the evaluation of the efficiency of an ultrafiltration membrane on the
concentration of glucose syrup, which i(s@ produced by the enzyma@tic hydrolysis of the cassava
starch, with the enzymes Termamyl (a-amylase) and AMG (amyloglucosydase). The
evaluated parameters are: pressure, temperature, viscosity (concentration of glucose) and
rotation speed in revolutions per minute (rpm). The best working conditions are 250 rpm,
5 psi, and 50°C (process temperature). The evaluation of the process is carried out by
determining the concentration of glucose, reducting sugars and proteins by the glucose
oxidase, the DNS and the Hartree-Lowry methods respectively.
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INTRODUCCION

La ultrafileracion es un proceso basado en
membranas microporosas que actian como
barreras capaces de separar los componentes de
una mezcla cualquiera de acuerdo a su tamano
y forma; estas membranas soportan flujos tan-
genciales que minimizan la saturacién [1]. El
proceso de ultrafiltracién depende basicamente
de factores como la temperatura, la presién, el
flujo tangencial y la viscosidad. Es importante
resaltar que el comportamiento de las membra-
nas, durante el proceso de ultrafiltracién depen-
de de propiedades como el tamano del poro,
porosidad y drea de la membrana; ademis de la
importancia de las interacciones que pueden
presentarse entre la membrana y el soluto que
va ser ultrafiltrado [2].

El proceso de ultrafiltracién ha venido sien-
do utilizado con multiples fines en el drea de la
biotecnologia. En este caso el objetivo de la
ultrafiltracién es obtener un jarabe glucosado
purificado, y aumentar la concentracién y la
recuperacion de enzimas para ser reutilizadas.

La industria de produccién de edulcorantes
caldricos y no caldricos a nivel mundial estd en
auge, ya que la industria de alimentos trata de
innovar dia a dfa utilizando procesos que ga-
ranticen la calidad y la disminucién de los cos-
tos. En nuestro pais la produccién de jarabes
glucosados y fructosados a partir del almidén
de yuca se ha venido desarrollando a nivel de
laboratorio; aun no se tiene resultados a mayor
escala. Este proyecto evalda la eficiencia de la
membrana de ultrafiltracién en la produccién
de jarabe glucosado a partir del almidén de yuca,
con el fin de observar el descenso en la eficien-
cia del ultrafiltro cuando se aumentan las con-
centraciones de jarabe, ademas de evaluar la
diferencia que existe entre la ultrafiltracién de
éste y la del agua como parimetros iniciales de
escalamiento industrial.
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MATERIALES Y METODOS
Los equipos y reactivos utilizados en este tra-
bajo son:

- Equipo de ultrafiltracién Millipored de mem-
brana de polietersulfona de 50 kDa de 1 ft*.

- Bomba peristiltica: Heidolph® PD5106.

- Espectrofotémetro de U.V. Spectronic
Genesis® 2PC.

- Biorreactor BioStat® 5 L, con sistema de
control.

- Biorreactor EPL® con agitacién y tempera-
tura controlada.

- pHmetro: pH2000 CII.
- Almidén de yuca: Almiyuca®.

- Enzimas a-amilasa (Termamyl®) y enzima
amiloglucosidasa (AMG®).

- Kit para determinacién de glucosa, Glucose
Liquicolor®.

- Agua destilada.

- Acido citrico, JT Baker®.

- CaClL,2H,0, JT Baker®.

- Glucosa anhidra, JT Baker®.

PARTE EXPERIMENTAL

Produccion de jarabe glucosado

La produccién de jarabe glucosado se realiza
en dos etapas: la licuefaccién y la sacarificacion.
Para la licuefaccién se utiliza un sistema Batch
de 8 L, el cual se realiza con una soluciéon de al-
midén de yuca (400 g/L), pH 5.5. Para activar la
enzima se requiere una concentracién de Ca*?

de 10 ppm ademas de adicionar 0.5 mL/L de
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Termamyl® (0-amilasa). El proceso se realiza bajo
unas condiciones temperatura de 85 °C, 700 rpm,
manteniendo estas condiciones durante 2.5 h.

En la sacarificacién se utiliza un sistema
Batch de 5 L el cual es alimentado con el pro-
ducto de la licuefaccién (maltodextrinas); este
sistema es ajustado a un pH de 4.5 (con acido
citrico). Después se le adiciona 1 mL/L de
AMG®. El proceso se realiza a 700 rpm, y 55°C,
manteniendo estas condiciones durante 16 h,
en biorreactor BioStat®. El producto de esta eta-
pa de sacarificacién es el jarabe glucosado (la
hidrdlisis enzimatica del almidén de yuca a glu-
cosa es del 95% de eficiencia).

Determinacion de glucosa

Por medio del método Glucosa Oxidasa
(Liquicolor de Human®), se cuantifica la can-
tidad de glucosa obtenida en la hidrélisis
enzimitica del almidén de yuca, tanto en el pro-
ceso de licuefacciéon como en el de
sacarificacién. El método (recomendado por el
fabricante del - Kit para determinacién de glu-
cosa, Glucose Liquicolor®) utiliza la enzima glu-
cosa oxidasa y un patrén de glucosa de 1 g/L
Para esto, se realiza diluciones de la muestra a
analizar (1/1000 para el licuado y 1/2000 para el
sacarificado). Posteriormente, se deja reaccio-
nar un mL de glucosa oxidasa con 10 puL de
muestra, agua como blanco y patrén de gluco-
sa. Lareaccién se lleva acabo por 10 min. a tem-
peratura ambiente. Luego, se determina la
absorbancia (A) en el Spectronic Genesis® a
A=500 nm. La concentracién de la muestra se
determina por la relacién: A_  /
A, ron ™ (Crpesird Cpaman) X dilucion.

Determinacion de azucares reductores

La determinacién de los azucares reductores
se realiza por el método icido-dinitrosalicilico
(DNS) descrito por Gail Lorenz Miller [3]. Este
se realiza a las muestras del proceso de licuado
y sacarificado. Se utiliza para cuantificar
maltodextrinas y verificar el desarrollo del pro-
ceso enzimitico en cada fase del proceso.

Ultrafiltracion

Un diagrama del proceso se observa en la
figura 1. Se evalda la capacidad del ultrafiltro
utilizando agua destilada (como sustancia a
ultrafiltrar), variando en el proceso la presién 'y
las rpm de la bomba peristaltica, dejando el sis-
tema a temperatura ambiente. Se evalué la ca-
pacidad a 100 rpm y 0, 2.5, 5, 7.5, y 10 psi. A
150 rpmy 0, 2.5, 5, 7.5,y 10 psi. Y asi sucesiva-
mente con 200, 250, 300, 400 y 500 psi. El cam-
bio en la velocidad de flujo de permeado (a 3
diferentes rpm) se observan en la figura 2.

Determinacion del N.WP,

También es necesario evaluar el NWP el cual
es un parametro recomendado por el fabrican-
te, para verificar que la eficiencia de la mem-
brana de ultrafiltracién no haya variado mis del
10% respecto al valor inicial dado por el fabri-
cante de 28; Este valor se determina por medio
de la férmula:

NWP = RxK
AxP

K= Constante 1 a 25°C.

A= Area de la membrana (1 ft%).

P= Presién de trabajo (psi).

R= Velocidad de permeado (mL/min).

Estos valores se toman a 10 psi de presién
para cada valor de rpm. La variacién de NWP a
diferentes rpm se observa en la figura 3.

Al final del proceso de sacarificacion el jara-
be obtenido, el cual contiene enzimas,
maltodextrinas y glucosa, se ultrafiltra en el equi-
po de ultrafiltracién Millipore®. El jarabe viene
del biorreactor a 50 °C a la velocidad de flujo
del permeado y del retenido a 250 rpm, 5y 15

psi.

La membrana de polietersulfona de 50kDa,
del equipo de ultrafiltracién Millipore®, ayuda
a obtener un jarabe glucosado libre de enzimas
(Termamyl® y AMG®) y maltodextrinas, resi-
duos que pueden ser reutilizados.
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Figura 1. Proceso de ultrafiltracién.

Determinacion de proteinas

La determinacién de proteinas se realiza por
el método de HARTREE-LOWRY [4], para la
curva de calibracién se utiliza como patrén al-
btimina de suero bovino (BSA).

La cuantificacién de proteinas se realiza a las
muestras provenientes del permeado y del re-
tenido, alos 0, 5, 10, 15 y 30 minutos del proce-
so de ultrafiltracién.

Protocolo de desinfeccion

Se utiliza una solucién de NaOH 0.1N a
45 +/- 5 °C, la cual es pasada a través del
prefiltro y del ultrafiltro y se deja en contacto
durante 60 +/- 5 min, para sanitizar, desinfec-
tar y remover material particulado de la mem-
brana de polietersulfona, luego una solucién
de 300 ppm de hipoclorito de sodio a 25°C es
también ultrafiltrada durante 30 min. Este
procedimiento se realiza después de cada cam-
bio de solucién ultrafiltrada.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Evaluacidén inicial del ultrafiltro con
agua destilada

Analizando el proceso de ultrafiltracién con
agua destilada, se realiza una grifica para
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visualizar y facilitar el anilisis de cuales son las
condiciones Optimas de trabajo (véase figura 2).
Las condiciones 6ptimas de trabajo son: 250 rpm
y 5 psi, puesto que bajo estas condiciones se
obtiene la mayor velocidad de filtracién, mien-
tras que con jarabe glucosado la velocidad de
filtracién es cercana a 40 mL/min, la cantidad
de flujo ideal para realizar el proceso de obten-
cién de jarabe glucosado en continuo, en un
posterior estudio.
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Cuantificaciéon de proteinas

La concentracién de proteina se considera
como cero (0), por debajo de 0.05 mg/mL, por
esto se observa que en el permeado (tanto con
termamyl® como con termamyl®+ AMG®) no
se encuentra proteina, mientras que en el rete-
nido puede verse que la concentracién va au-
mentando con el tiempo (Véase figura 4).
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Figura 4: Determinacién de proteinas
(enzimas termamyl® y AMG®) en el permeado
yen el retenido a 0, 5, 10, 15 y 30 min.

Matriz ideal

Para verificar el funcionamiento del
ultrafiltro a condiciones ideales, se evalta la
velocidad del permeado a diferentes concentra-
ciones de glucosa (matriz ideal: agua + glucosa
anhidra). Los resultados obtenidos pueden ver-
se en la figura 5 la cual muestra el comporta-
miento del flujo a diferentes concentraciones
de glucosa; dicho comportamiento mostré ser
polinémico de tercer grado.

Matriz real

Se evalda el comportamiento del ultrafiltro
bajo condiciones reales (Matriz real: producto
de la sacarificacion, jarabe glucosado [5]), ob-
tenido a partir de la hidrélisis enzimitica del al-

midén de yuca. A éste se le practican diferentes
diluciones a partir de una concentracién de glu-
cosa de 328 g/L, el proceso de ultrafiltracién se
mantiene bajo las siguientes condiciones 5y 15
psi, 50 °C 'y 250 rpm. Los resultados se presen-
tan en la figura 6. De estos se observa que el
comportamiento también es polinémico de ter-
cer grado, siendo esto un resultado esperado con
base en lo encontrado en la matriz ideal.
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DISCUSION

Los resultados de este proyecto muestran que
las condiciones ideales de operaciéon del
ultrafiltro son 250 rpm y 5 psi. Con estas con-
diciones se obtiene una velocidad de flujo del
permeado de aproximadamente 40 mL/min, en
el proceso de ultrafiltraciéon del producto de
sacarificado (jarabe glucosado). Esto es impor-
tante de analizar porque en el momento de es-
calar el proceso a nivel industrial, la velocidad
esperada de produccién de jarabe glucosado es
de 30 a 50 mL/min; por lo tanto esta velocidad
de flujo satisface las necesidades del proceso.

El valor encontrado de N.W.P. (el cual es un
valor que debe ser constante, aproximadamente
de 28 +/- 10%, aun con cambios de revolucio-
nes), no muestra una variacion significativa res-
pecto con el valor suministrado por el fabrican-
te, por lo tanto se considera que el ultrafiltro se
encuentra bajo condiciones dptimas de trabajo.

La concentracién de proteinas en el
permeado y el retenido demuestra que el siste-
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ma de ultrafiltracién es muy eficiente, por que
no permite el paso de proteinas al permeado, lo
cual es muy importante para el proceso, tenien-
do en cuenta que cuando este proyecto se reali-
ce en continuo se estard en la capacidad de
reutilizar las enzimas [6, 7].

Para escalar este proceso a un nivel indus-
trial (montaje del sistema en continuo), es ne-
cesario tener en cuenta que la variacién del flu-
jo del permeado en funcién de la concentracién
ha mostrado ser polinémico de tercer grado y
no lineal como se habia estudiado [8], por lo
tanto se requiere de un estudio matematico ade-
cuado para poder lograr el escalamiento del pro-
ceso. El comportamiento es debidamente vali-
dado mediante condiciones ideales de solucién
de glucosa (libre de enzimas y maltodextrinas).
Luego, se encuentra el mismo comportamien-
to cuando se ultrafiltra la matriz real (jarabe
glucosado) a diferentes presiones y a diferentes
concentraciones. De esto se concluye que la
velocidad del permeado no depende de la pre-
sién, ni de la viscosidad, sino de la concentra-
cién de glucosa).
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