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SACARIFICACION ENZIMATICA DE LA VAINA DE ARVEJA
FRESCA (Pisum Sativum L) VARIEDAD SABANERA PARA
OBTENCION DE AZUCARES REDUCTORES

SACCHARIFICATION ENZYMATIC APPLIED TO
THE FRESH PEA POD VARIETY PISUM SATIVUM L.
FOR OBTAIN REDUCING SUGAR.

Simon Andrés Gonzilez Gonzdlez!
RESUMEN

En este estudio se describe el proceso de sacarificacion enzimatica aplicada a la vaina
de arveja fresca, variedad Santa Isabel, material vegetal rico en contenido lignoceluldsico
que puede ser aprovechado para la obtencion de azicares. Para efectos de la investigacion
se planted aplicar nueve tratamientos, teniendo en cuenta: el tipo de solvente (agua
desionizada y 4cido sulfurico), el tipo de enzima (Novozymes® y Alkozym®), la relacion
de dilucién, tanto del solvente como de la enzima y el uso o no de autoclave como parte
del tratamiento aplicado a las muestras. La determinacion cualitativa y cuantitativa de los
azucares se realizo por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizando un equipo
LC-2010 AHT Shimadzu®, con un detector de indice de refraccion RID-10A Shimadzu® y
una columna Shodex SC1011%, usando agua desionizada como fase mévil.

Se realizo una caracterizacion quimica de la vaina de arveja, determinando porcentajes
de humedad, proteina, fibra, grasa y cenizas y analisis de lignina, holocelulosa, celulosa y
hemicelulosa. Para el estudio estadistico del para el contenido de azucares se llevo a cabo un
analisis de varianza y una comparacion de medias a través de la prueba de Tukey, con el fin
de hallar el mejor tratamiento, encontrandose que el tratamiento 8, es el de mejores resultados
para la obtencién de glucosa y fructosa; considerando el no uso de acido sulftrico, el
mejor tratamiento seria el 4, el cual aplica para los tres azucares identificados y cuantificados
(sacarosa, glucosa y fructosa). A los datos obtenidos de los analisis de lignina, holocelulosa,
celulosa y hemicelulosa se les aplicé un analisis de varianza con el fin de establecer si las
muestras sometidas a los tratamientos de hidrolisis presentan una diferencia significativa en
contenido de material lignoceluldsico.

Palabras clave: enzima, hidrélisis, hidrolizado, material lignocelulésico, sacaridos.
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ABSTRACT

This study describes the process of enzymatic saccharification applied to the fresh pea
pod variety Santa Isabel, a content rich vegetable material lignocellulose, which can be
exploited to obtain sugars. For effects of the research they thought about to apply nine
treatments keeping in mind: the solvent type (deionized water and sulfuric acid), the enzyme
type (Novozymes® and Alkozym®), the so much dilution relationship of the solvent like of the
enzyme, one also kept in mind the use or not of autoclave like part of the treatment applied to
the samples. The qualitative and quantitative determination of the sugars was carried out for
liquid chromatography of high resolution (HPLC) using a team LC-2010 AHT Shimadzu®,
with a detector of refraction index RID-10A Shimadzu® and a column Shodex SC1011, using
deionized water as the phase mobile. Similarly it was a chemical characterization of the pea
pods certain percentage of moisture, protein, fiber, fat and ash. It also performed analysis
of Lignin, holocellulose, cellulose and hemicellulose. The Statistical analysis for the content
of sugars was performed by analysis of variance and comparison of means by Tukey test,
in order to find the best treatment, Finding that treatment 8, the works best for obtaining
glucose and fructose, but considering not to use sulfuric acid, the best treatment would be 4,
which applies to all three sugars identified and quantified (sucrose, glucose and fructose).
For data obtained from the analysis of lignin, holocellulose, cellulose and hemicellulose
was applied to analysis of variance to establish whether the samples subjected to hydrolysis
treatments show a significant difference in content of lignocellulosic material.

Key words: enzyme, hydrolysis, hydrolyzed, lignocellulosic material, saccharides.
Aprobado: Junio 29 de 2010
INTRODUCCION

La cascara de arveja verde, materia organica proveniente de los desechos agricolas de las
plazas de mercado y de los centros de acopio de alta produccion, se ha convertido en foco
de contaminacion por su rapida descomposicion. Actualmente, este material es transportado
con los demas residuos agricolas hacia los rellenos sanitarios, donde genera lixiviados que
contaminan los suelos y rios a los que tenga acceso; de igual manera, la acumulacion del
material en los rellenos produce gases contaminantes por la descomposicion de los desechos
albergados en estos sitios, convirtiéndose no solo en un problema de contaminacion ambiental,
si no también, en problema de caracter social y de seguridad alimentaria, ya que muchas
personas que viven en los alrededores subsisten y se alimentan de estos desechos.

Conocida esta problematica, muchas entidades se han dedicado a encontrar alternativas
viables de solucidn, entre ellas, llevar los residuos vegetales a sitios apropiados donde se
puedan descomponer de forma adecuada y utilizar este material para la elaboracion de abonos
organicos. Lamentablemente, la gran cantidad de dichos residuos que se obtiene en los
centros de acopio, sobrepasa la capacidad instalada, razon por la cual, parte de estos, se siguen
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depositando en los rellenos sanitarios. Sin embargo, se han planteado algunas alternativas de
uso para este tipo de material, resultante de los residuos de cosecha, al igual que para la
parte no comestible de frutas y verduras que poseen un sin nimero de componentes, tales
como, las cortezas de citricos de donde se extrae pectina; colorantes y aceites esenciales
que se obtienen de algunas frutas y hortalizas y, de cascaras de maracuya, fibra dietaria con
multiples aplicaciones Mejia, et al. (2007) “Aprovechamiento del residuo agroindustrial de
mango comin (Mangifera indica L.), para la obtencion de azlcares fermentables”, y Lazaro,
L. y Arauzo, P. (1994) “Aprovechamiento de residuos de la industria de conservas vegetales.
Hidrolisis enzimatica”.

En la investigacion se plante6 aplicar tratamientos de hidrdlisis enzimatica combinados
con otros tipos de hidrdlisis, con el fin de obtener azlicares reductores, como una alternativa
de uso de los residuos generados, para minimizar asi el impacto que estos provocan al
ambiente. Triana (2010) aplico tratamientos de hidrdlisis a residuos de cosecha del cultivo
de café no solo para la obtencion de aztcares, si no en la fermentacion del hidrolizado para la
obtencion de etanol. En Centroamérica, autores como Carballo et al. (2006) proponen aplicar
tratamientos de hidrolisis en maderas con el fin de obtener alcohol carburante y de encontrar
las mejores maderas para este tipo de procesos.

Segun la FAO, en ¢l 2008, la produccion mundial de arveja verde (incluidos los guisantes)
fue de 8,4 millones de toneladas. En Colombia, de acuerdo con la Federacion de Cultivadores
de Cereales y Leguminosas Fenalce (2010), se obtuvo en el 2008 una produccion estimada de
arveja de 80 mil toneladas para consumo en fresco. Se estima que por cada tonelada de arveja
producida, su vaina en peso fresco representa 450 kg., lo que indica que aproximadamente
el 45% del cultivo de arveja es residuo agroindustrial en forma de vaina (Hurtado, 2005).
En sitios como los centros de acopio, la vaina de arveja es uno de los residuos agricolas mas
representativo después de la hoja de mazorca y los sobrantes de las hortalizas. Por esta razon,
es conveniente buscar una opcion de manejo de este tipo de material, en donde se plantee una
alternativa viable de uso, mediante la que se logren minimizar los problemas que causa el
mal manejo de los residuos sélidos. En este caso, aprovechando que la vaina de arveja fresca
contiene abundante material lignoceluldsico, se puede pensar en aplicar tratamientos de
hidroélisis que sobrepasen la capa protectora de lignina y faciliten el acceso a las moléculas
de celulosa, las degrade y se obtenga aziucares que se puedan identificar, caracterizar y
cuantificar, que permita darle un uso y un valor agregado a este tipo de material.

METODOS
El trabajo se realizd en dos fases: en la primera se efectiio la caracterizacion quimica de

la vaina de arveja y en la segunda se realizaron los tratamientos de hidrolisis, analisis de los
azucares y composicion lignoceluldsica.
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Fase 1: Caracterizacion quimica de vaina de arveja verde variedad Santa Isabel

Para los siguientes analisis se trabajo con vaina de arveja verde, variedad Santa Isabel,
comunmente denominada Sabanera, proveniente de la Central de Abastos “Corabastos”,
Bogota. Las vainas de arveja fueron picadas y colocadas en bandejas plasticas que se
ubicaron en estufa de desecacion a 50 °C por 5 dias; se macer6 la muestra para disminuir el
tamafio. En esta fase, todos los analisis se hicieron por triplicado y los resultados se reportan
en base seca; se hizo analisis de humedad, grasa (extracto etéreo), fibra, cenizas, proteina,
lignina, holocelulosa y celulosa (Ver Tablal).

Tabla 1. Andlisis realizados a la vaina de arveja fresca?

Analisis Método
Humedad Gravimétrico, termobalanza
Fibra Fibra cruda (A.O.A.C 962.09/90)1
Proteina Meétodo micro-Kjeldahl2
Grasa (extracto etéreo) | Extraccion Soxhlet 3
Cenizas A.O0.A.C. 942.054
Lignina Lignina Klason5
Holocelulosa Clorinacion 6
Celulosa Norma ASTM 1695-777
Hemicelulosa Calculo matematico, por diferencia.
Azucares Cromatografia HPLC

Fuente: el autor.
Fase 2: Tratamientos de hidrdlisis, analisis de aziicares y composicion ligninocelulésica

Los tratamientos aplicados (ver tabla 2) se plantearon teniendo en cuenta la correlacion
de las variables de criterio y de control establecidas:

2 Norma descrita en Bernal de Ramirez, 1993
Descrito en Bernal de Ramirez, 1993 y Nielsen, 2007
Método descrito por Bernal de Ramirez, 1993 y por Min, 2009
Norma descrita en Bernal de Ramirez, 1993
Descrito en Gumeta, 2009. y Sanchez, 2010
Descrito por Wise 1946, Browing 1967 y Gonzalez, 2010
Mencionada por Triana, 2010 y Tortosa, 2007.
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Tabla 2. Tratamientos de hidrolisis aplicados

Tratamiento Solvente Autoclave Enzima
1 Agua Desionizada SI ALKOZYM
2 Acido sulfarico-Agua Desionizada SI ALKOZYM
3 Agua Desionizada NO ALKOZYM
4 Agua Desionizada SI NOVOZYMES
5 Acido sulfurico-Agua Desionizada SI NOVOZYMES
6 Agua Desionizada NO NOVOZYMES
7 Agua Desionizada SI SIN ENZIMA
8 Acido sulfurico-Agua Desionizada SI SIN ENZIMA
9 Agua Desionizada NO SIN ENZIMA

Fuente: el autor.

Variables de criterio: tipo de solvente para realizar la hidrolisis y tipo de enzima para usar
en cada tratamiento

Variables de control: relacion solucion- muestra (10/1), presion 15 psi, tiempo en
autoclave 1 hora, relacion enzima- muestra (1/10).

Variables de respuesta: contenido de azucares.
Aplicacion de tratamientos de hidrolisis

Se tomaron frascos para autoclave de 250 mL, numerados de 1 a 9; en cada uno se
colocaron 10 g de vaina de arveja seca y macerada; luego, se afiadié agua y acido sulfurico,
segun el tratamiento, como se indica en la Tabla 2. Cada muestra se diluyé en 100 mL de
agua desionizada (tratamientos solo agua) y para los tratamientos dacido sulfurico-agua
desionizada. Se diluy6 cada muestra en 100 mL de agua desionizada y 0,5 mL de acido
sulftirico [97%]. Cada tratamiento se realizo por triplicado.

Las muestras pertenecientes a los tratamientos 1, 2,4,5,7 y 8 se colocaron en el
autoclave a una presion 15 psi durante una hora; transcurrido este tiempo se sacaron del
autoclave, dejandolas enfriar para medir su pH; con la adiciéon de hidréxido de sodio, se
neutralizo y se enrazd hasta un volumen de 250 mL. A todas las muestras se les adicion6 1 ml
de enzima para luego colocarlas en incubacion a 45 °C, durante una hora. Para los tratamientos
3,6y 9 se procedi6 de la misma manera, omitiendo el proceso de esterilizacion en autoclave.
Realizada la incubacidn, se filtraron las muestras en embudos de decantacion y papel filtro de
110 mm; el solido se secd y se reservo para los analisis de lignina, holocelulosa y celulosa.
De la parte liquida, se tomaron 36 mL de muestra por cada frasco repartiéndolos en tres tubos
Falcon; se centrifugaron por 20 minutos y luego se transfirio el liquido a otro tubo con el fin
de retirar el solido precipitado. Inmediatamente, se realizo el acondicionamiento de la muestra

75



REvISTA ESPECIALIZADA EN INGENIERIA DE PROCESOS EN ALIMENTOS Y BIOMATERIALES. UNAD.

para el analisis en el equipo de cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Se identificaron
estrictamente los viales (limpios y secos); para colocar la muestra dentro del vial se uso
una jeringa de 5 ml acondicionada con un porta membranas que contiene una membrana
de filtracion analitica en Fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0.45 pm. Las muestras se
llevaron a refrigeracion hasta el momento de ser ubicadas en la bandeja del cromatdgrafo.

En esta investigacion se eligieron dos tipos de enzimas: la Alkozym CPX A®, que se
selecciond por recomendacion del fabricante, y la Novozymes® (NS50013 y NS50010)
que se eligidé por ser una enzima trabajada, con buenos resultados en (Ying, 2008) y
(Bettin & Quintero, 2010).

Analisis de lignina, holocelulosa y celulosa (después del tratamiento de hidrolisis)

Se 1levo a cabo el mismo procedimiento que se utilizé para las muestras analizadas, antes
de aplicar el tratamiento de hidrolisis (ver tabla 1). Para el analisis de los datos se realizo
una comparacion entre varianzas con el fin de establecer si hay o no diferencia significativa
en el contenido del material lignoceluldsico, después de haber sometido las muestras a los
diferentes tratamientos.

Analisis de azicares

Para este analisis se uso un equipo de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) LC-
2010AHT Shimadzu®, con un detector de indice de refraccion RID-10A Shimadzu® y una
columna Shodex SC1011; las caracteristicas de esta columna se encuentran en Shodex 1,
(2011). Las condiciones con las cuales se elabord el método de analisis fueron las siguientes
( ver tabla 3).

Tabla 3. Método usado para analisis de las muestras en el HPLC

Tiempo de corrida por muestra 30 min

Fase movil Agua Desionizada 100%
Flujo 0.75 mL/ min
Temperatura del horno 59°C

Volumen de la muestra 20 uL

Fuente: Autor, modificado (Shodex 1, 2010).
Identificacion, interpretacion y analisis de los graficos obtenidos en el HPLC

Segun la informacion encontrada en Urbaneja (1997), Ying (2008) y Cuervo (2009) sobre
el contenido lignoceluldsico en material vegetal y los tratamientos de hidrdlisis para obtencion
de aztcares, se presume que el hidrolizado de vaina de arveja puede estar compuesto de una
cantidad significativa de sacarosa, glucosa y fructosa, razon por la cual se procedio a elaborar
curvas de calibracion con estandares para estos tres azucares, aplicando el mismo método de
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analisis que se utilizo para analizar las muestras de interés, logrando su tiempo de retencion y
el orden en que aparecen los picos correspondientes a cada azucar y calcular la concentracion
de estos azticares en las muestras, mediante las siguientes expresiones:

[] Sacarosa y =216,79x (1)
[1 Glucosa y = 187,73x (2)
[1 Fructosa y = 176,15x (3)

Donde y corresponde al area bajo la curva de pico correspondiente para cada azlcar y x la
concentracion en parte por millon (ppm) de cada azicar. Con esta informacion y la compilacion
de datos (areas bajo la curva de cada pico) se calculd la concentracion expresada en miligramo
de aztcar (sacarosa, glucosa o fructosa) por gramo de muestra usando las expresiones:

mg de sacarosa ¥y+0,00461276 +0,25
g demuescra m.a (4)
mg de glucosa _ y+0.0053268+0.25
g de muestra m.a (5)
mg de fructosa y*0,00566524+0,25
— 6
g de musstra ma (6)

En este caso, y corresponde al area bajo la curva de pico correspondiente para cada
azucar; 0,25 es el volumen de diluciéon de la muestra, expresado en litros; m.a es el
peso en gramos de la muestra inicial. En seguida, se tabularon los datos para proceder a
aplicar el analisis de varianza y la comparacion de medias a través de la prueba de Tukey
(a 0.05) entre los diferentes tratamientos y sus variables con el fin de encontrar los
mejores tratamientos.

RESULTADOS Y ANALISIS
Caracterizacion quimica

La tabla 4 muestra la composicion de la vaina de arveja fresca, determinada en el
laboratorio; los valores de cenizas, fibra, grasa y proteina estan reportados con base en
el peso de la muestra seca. Como se puede apreciar, el contenido de fibra es alto, lo que
demuestra que este material presenta buenas condiciones para ser utilizado en la obtencién
de azucares fermentables; de igual manera, al analizar el contenido proteina, el 13,34% de
proteina en base seca, representa el 1,84% de proteina en base htimeda; es decir, por cada 100
g de vaina de arveja fresca, 1,84 g son proteina, siendo este valor bastante bajo, comparado con
el 5% de proteina Kehr y Mera (2007) que contiene la variedad comestible sugar snap.
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Tabla 4. Caracterizacion quimica vaina de arveja fresca variedad Santa Isabel

Composicion Valor promedio hallado (%) Desviacién estandar
Humedad inicial ( vaina fresca) 86,22 1,1890
Humedad después de secado 2,53 0,2312
Cenizas 4,65 0,0833
Fibra 55,07 1,4317
Grasa 1,64 0,5314
Proteina 13,34 1,9044

Fuente: el autor.

En la figura 1 se muestran los porcentajes promedio de lignina, holocelulosa, celulosa y
hemicelulosa hallados en la vaina de arveja después de haber aplicado los diferentes
tratamientos de hidrolisis. Los porcentajes estan calculados sobre la cantidad de muestra seca
usada en cada tratamiento. Igualmente en la tabla 5, se muestra la interpretacion del analisis
de varianza aplicado con la intencién de comparar y encontrar una diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos.
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Figura 1. Contenido de material lignoceluldsicos para los nueve tratamientos manejados
Andlisis de varianza

En la tabla 5 se presentan los diferentes analisis de varianza realizados para la lignina,
holocelulosa, celulosa y hemicelulosa para cada uno de los nueve tratamientos.
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Tabla 5. Resumen analisis de varianza

prueba Tratamientos a comparar ‘.'Is-lizzigicf::;l;?a p
con enzima Alkozym si 0,00109111
con enzima novozymes no 0,91468248
sin enzima no 0,86204355
Lignina con agua HPLC en autoclave si 0,0006286
con agua-acido en autoclave si 0,00410031
con agua HPLC sin autoclave no 0,06399717
todos si 0,00178723
con enzima Alkozym si 0,0116672
con enzima novozymes si 0,00025861
sin enzima no 0,11382739
Holocelulosa con agua HPLC en autoclave no 0,13789925
con agua-acido en autoclave no 0,0747503
con agua HPLC sin autoclave si 0,00311167
todos si 2,7259E-05
con enzima Alkozym si 0,03094564
con enzima novozymes si 0,0006362
sin enzima no 0,0953523
Celulosa con agua HPLC en autoclave si 0,00889057
con agua-acido en autoclave si 0,0002103
con agua HPLC sin autoclave si 6,0622E-05
todos si 8,5731E-08
con enzima Alkozym si 0,04569827
con enzima novozymes si 0,00957996
sin enzima si 0,03514097
Hemicelulosa con agua HPLC en autoclave no 0,38057655
con agua-acido en autoclave si 0,00279746
con agua HPLC sin autoclave si 0,0443841
todos si 0,00056475

Fuente: el autor.
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Inicialmente, se compararon los nueve tratamientos, y se encontré6 una diferencia
significativa en el contenido de lignina, holocelulosa, celulosa y hemicelulosa, lo que indica
que el nivel de degradacion fue distinto en cada uno de ellos.

Segun el analisis de varianza realizado para los datos obtenidos en los tratamientos
con enzima Alkozym, se encontrdé una diferencia significativa en el contenido de lignina,
holocelulosa, celulosa y hemicelulosa entre los tres tratamientos a los cuales se les aplico esta
enzima, indicando que el nivel de degradacion provocado por la hidrolisis no es el mismo en los
tres tratamientos analizados; de igual manera, se puede evidenciar que el contendido de lignina
es menor en estos tres tratamientos, si se compara con los 6 restantes, revelando una probable
mayor influencia de estos en la degradacion de la lignina. Igualmente, ocurre con el contenido
de celulosa en donde se aprecia aproximadamente un 15% menos en contenido, comparado
con los demas tratamientos, lo que permite creer que hubo mayor obtencion de azicares. Esta
afirmacion entra a discusion mas adelante en el analisis de contenido de azucares.

No se encontré una diferencia significativa en el contenido de lignina en los
tratamientos a los que se les aplicd la enzima Novozymes, mientras que si hay una
diferencia significativa en el contenido de holocelulosa, celulosa y hemicelulosa, lo que
permite pensar, que para estos tres tratamientos, el nivel de degradacién generado por la
hidrolisis, afectd en menor proporcion la lignina presente en las muestras y, a su vez, el nivel
de degradacion de la holocelulosa, celulosa y hemicelulosa se presentd en mayor proporcion,
pero no se obtuvo el mismo resultado en cada uno de estos tratamientos.

De otra parte, no se encontr6é en los tratamientos a los que no se les aplicé enzima, una
diferencia significativa en el contenido de lignina, holocelulosa y celulosa, mientras que en el
contenido de hemicelulosa, sihay diferencia significativa. ~De igual manera, se compararon
los tratamientos que se trabajaron con agua desionizada en autoclave, encontrando que hay
una diferencia significativa en el contenido de lignina y celulosa, mientras que no se identifico
una diferencia significativa en el contenido de holocelulosa y hemicelulosa. Una segunda
comparacion entre los tratamientos con agua desionizada-acido sulftirico en autoclave, arrojo
que estos tratamientos presentan una diferencia significativa en el contenido de lignina,
celulosa y hemicelulosa y una diferencia no significativa en el contenido de holocelulosa.
También, se compararon los tratamientos con agua desionizada sin autoclave, arrojando
como resultado una diferencia significativa en el contenido de holocelulosa, celulosa,
hemicelulosa, mientras que en el contenido de lignina, una diferencia no significativa.

Mejia (2007) en su trabajo sobre hidrolisis en cascara de mango, reporta datos sobre el
contenido de celulosa y hemicelulosa de las muestras tratadas con cada uno de los tratamientos
aplicados y en las muestras sin tratamientos, encontrando que estas ultimas fueron las de
mayor contenido, resultado 16gico, puesto que si se somete el material vegetal a un proceso
de hidrdlisis, este sufre una degradacion que altera su composicion inicial.
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Enlafigura 1 se puede apreciar el comportamiento del contenido de material lignoceluldsico
en las muestras de arveja, notandose que no se presenta un comportamiento como el
mencionado anteriormente, a pesar de observar que las muestras sufrieron degradacion.
Esta apreciacion no es generalizada, mientras que en los tratamientos 1, 2 y 3 se nota una
disminucién en el contenido de material lignoceluldsico; en los demas tratamientos no se
observa una diferencia muy marcada.

Analisis de los hidrolizados

La observacion de los hidrolizados permitié identificar ciertas caracteristicas en cuanto
al color del liquido, aroma, turbidez y color de residuo. Las muestras pertenecientes a los
tratamientos con agua desionizada, con enzima y en autoclave presentaron un aroma similar
al del jugo de cafia, mientras que las muestras de los tratamientos con agua desionizada
— acido sulfurico, enzima y autoclave presentaron un olor a hierbas aromaticas; de igual
manera, las muestras pertenecientes a los tratamientos con agua desionizada, con enzima y
sin autoclave presentaban un aroma a miel de cafla. A las muestras que simplemente
se diluyeron en agua desionizada, no se les aplicé enzima y no se llevaron a autoclave y
presentaron un aroma a vegetales frescos. Los hidrolizados también presentaron diferencias
en cuanto al color, resaltando los hidrolizados que se trabajaron con acido sulftrico, los
cuales presentaban un color mas oscuro mientras que los de color mas claro fueron los que
no se llevaron a la autoclave.

Al igual que el hidrolizado, el residuo sobrante de la hidrolisis también presenta unas
caracteristicas en cuanto a apariencia y color. En la figura 2 se puede observar que la imagen
b la cual pertenece a un tratamiento de agua desionizada — acido sulftrico, presenta una
tonalidad mas oscura que las otras dos muestras, donde se nota una mayor degradacion,
debido a la utilizacion de acido.

™ g
(2) (b)

Figura 2. Diferencia en apariencia del residuo solido después de hidrolisis.
(a) Tratamiento agua desionizada en autoclave, (b) Tratamiento con acido,
(c) Tratamiento agua desionizada sin autoclave.
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El analisis de los hidrolizados permitié6 obtener un cromatograma por cada muestra
analizada, reportando un tiempo de retencidon y un area bajo la curva para el pico
correspondiente a cada uno de los azucares identificados. En la tabla 6 se muestra el contenido
promedio en miligramos de sacarosa, glucosa y fructosa por gramo de muestra analizada,
reportado para los nueve tratamientos manejados.

Tabla 6. Miligramos de sacarosa, glucosa y fructosa promedio por
muestra cuantificados para cada tratamiento

Tratamiento mg de sacarosa/ g mg de glucosa/ g mg de fructosa/ g

de muestra de muestra de muestra
1 3,88120718 49,0930304 26,4353438
2 17,7087815 73,1960284 27,8748692
3 4,78804244 51,3096767 47,1539595
4 29,3497755 188,686297 76,6282377
5 272,749645 220,016877 70,8900065
6 24,7289963 144,491556 67,3271941
7 3,04970118 25,1648998 9,77726344
8 268,971596 223,89238 80,8818984
9 33,2725366 147,641103 43,7628072

Fuente: el autor.

En la tabla anterior se puede observar que los tratamientos que presentan mayor contenido
de sacarosa son el 4, 8 y 5 en su orden, para los cuales hay una serie de observaciones que se
mencionan en el analisis de datos de la prueba de Tukey. En cuanto al contenido de glucosa,
los tratamientos con mayor concentracion son el 4, 5 y 8; asi mismo, para el contenido
de fructosa, sobresalen los tratamientos 4, 5, 6 y 8. Los picos correspondientes a sacarosa,
glucosa y fructosa se identificaron por sus tiempos de retencion y el volumen de elucion,
usando como referencia los cromatogramas de los estandares y los volimenes de elucion
reportados por Shodex 2 (2011), en un analisis de sacaridos a condiciones 6ptimas de trabajo
para la columna utilizada (80 °C y 1 ml/min), (ver Tabla 7).

Tabla 7. Volumen de elucion y tiempo de retencion para sacarosa, glucosa, fructosa

Sacarido Volumen de elucion (mL) Tiempo de retencién (min)
Sacarosa 6.29 6.29
glucosa 7.30 7.30
Fructosa 8.85 8.85

Fuente: Shodex.
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Una caracteristica particular de todos los cromatogramas obtenidos es que aparece una
serie de picos sin identificar entre los 5 y 7 minutos de corrida antes del pico de sacarosa, que
segun Takashi Kotsuka General Manager de Shodex®, probablemente son oligosacaridos,
estructuras de tres a diez azlicares; para su analisis, se recomienda utilizar una columna
que permita una mejor separacion e identificacion de estos oligosacaridos o se lleven a
cabo ensayos con mayor tiempo de sacarificacion, modificando el tiempo de exposicion con
la enzima, con el fin de llegar a azlcares menos complejos. Dentro de la lista de posibles
compuestos se encuentran los sacaridos de la tabla 8, que por su volumen de elucion y
naturaleza son los sacaridos que posiblemente estan presentes en los hidrolizados. De este
listado, se estima que los sacaridos con mayor probabilidad son la rafinosa, un trisacarido
compuestos por galactosa y sacarosa presente en algunas leguminosas Badui (2006) y la
estaquiosa compuesta por rafinosa y galactosa que también esta presente en muchos vegetales
(Nakakuki, T. 2002).

Segiin Mejia (2007), puede existir la posibilidad que parte del material hidrolizado se
convierta en compuestos diferentes a sacaridos tales como acidos organicos, compuestos
aromaticos, furfural e hidroximetilfurfural, los cuales podrian ser causantes de inconvenientes
en caso de usar los hidrolizados para produccion de etanol; es decir, que la hidrolisis del
material lignoceluldsico no necesariamente conduce a obtencion de azucares.

Tabla 8. Lista de posibles oligosacaridos presentes en el hidrolizado de arveja

Sacaridos Volumen de elucion (mL)
Gentiobiosa 6.08
Isomaltosa 6.26
Isomaltotriosa 5.75
1- kestosa 5.75
Kojibiosa 6.21
Maltotriosa 5.89
Nystose 5.45
Panosa 5.78
D (+)- Raffinosa 5.78
Stachyose 5.57

Fuente: Shodex 2.
Influencia de la combinacion de tratamientos de hidrdlisis en la producciéon de azicares
De acuerdo con Lazaro y Arauzo (1994) el uso de un tratamiento con acido puede disminuir
el efecto protector de la lignina y favorecer el acceso a la celulosa y la degradacion enzimatica;

de igual manera, explica en un esquema de produccion de glucosa a partir de maiz, que
la aplicaciéon de hidrdlisis acida se utiliza para obtencion de glucosa y la hidrolisis acido-
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enzimatica, para la de fructosa. A si mismo Mejia (2007) manifiesta que la combinacion de
tratamientos (hidrdlisis acida, térmica y enzimatica) en la produccion de azicares reductores,
se puede ver afectada por la alta concentracion del acido usado en la hidrolisis y alcanza a
degradar los azlcares que potencialmente pueda producir la hidrdlisis enzimatica, pero que
al igual una adecuada combinacion de los tratamientos, manejando un orden, un tiempo de
exposicion y una temperatura adecuada favorece a la produccion de metabolitos fermentables.
Lo mencionando anteriormente, explica por qué cada paquete de graficos correspondiente a un
mismo tratamiento muestra un esquema similar. En los tratamientos con Alkozym se observan,
ademas de los picos de sacarosa, glucosa y fructosa, tres picos importantes antes de la sacarosa:
uno de ellos de una altura considerable que puede indicar la presencia de un sacarido en una
concentraciéon importante. Picos, que segln el tipo de solvente usado, presentan una altura
diferente, lo que hace inferir que la forma de accion enzima varia segun el tipo de solvente
con el cual se trabaja la hidrolisis. Esta variacion se puede corroborar con el analisis de media
practicado al grupo de datos de los cuales se hara mencion mas adelante.

Algunos cromatogramas pertenecientes a los tratamientos con Novozymes® presentan
un pico intermedio entre los picos de sacarosa y glucosa que probablemente es un andémero
de glucosa, que por efecto de la temperatura, logrd separarse. De igual manera, los
cromatogramas, correspondientes al tratamiento 8, presentan un pico en el tiempo de retencion
correspondiente a sacarosa con un area considerable, que hace pensar que el pico de
sacarosa no se encuentra o esta sobrepuesto con picos adyacentes (ver figura 4), razon por la
cual, el valor de area correspondiente a este pico no se tuvo en cuenta; caso similar sucedié en
el tratamiento 5. Los tratamientos 7 y 8 presentan la particularidad de presentar un pico antes
de la sacarosa con una altura considerable, que sobresale de los demas, indicando la presencia
(con una concentracion significativa) de un sacarido diferente a los identificados.

3-2-2011 7-27-54 PMgat [
| Name
Retention Time
Area

© ‘ —— MUESTRA 6.2 3/2/7911 7:27:54 PM o

675 645171
GLUCOSA 8.924 1

6.150 263241
8.209 708032

FRUCTOSA 12.058 628081

RESIDUAL 16.216 96712

13.957 24470

7.383 2482732

Figura 4. Cromatograma con pico de sacarosa enmascarado
Fuente: el autor.
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Analisis de tratamientos de hidrdlisis segiin la comparacién con la prueba de Tukey
En las tablas 9, 10, 11,12 se muestran los resultados arrojados por la prueba de Tukey
para las diferentes comparaciones realizadas, el agrupamiento sefialado en las tablas hace

referencia a que las medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tabla 9. Comparacion prueba de Tukey entre tratamientos

Sacarido Agrupamiento Media N Tratamiento
A 0,26897 8

0,18062
0,03327
0,03179
0,02935
0,01992
0,01089
0,00539
0,00305

—_

Sacarosa

[SS3 BB NN o)W INeTN V)]

alalalalalalal|®
olw|w|o|olw|xo]|wn

~

A 0,22389
0,22002
B A 0,18869
Glucosa B 0,14764
B 0,14449
0,08235
0,07733
0,05772
0,02516

>

Nla|lOo |l ]|n]|x

Glucosa

O|lw|w|xx|O|lxw|O]|©O]|©

ajlajlala
-

0,080882
0,080328
0,07089
0,067327
0,053048
0,05023
0,031359
0,027947
0,009777

Fructosa B

Njo|lw]la|lwn] ks~ ]|

mlo|olalal>|»]|»]|>
o|lw|ow|w]|w|o|lo]|o]|w

Fuente: el autor.
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Tabla 10. Comparacion prueba de Tukey para solventes usados

Sacarido | Agrupamiento Media N Solvente

A 0,0951 14 Agua-acido
Sacarosa

B 0,01858 49 Agua

A 0,178998 26 Agua-acido
Glucosa

B 0,107581 51 Agua

A 0,06285 26 Agua-acido
Fructosa

B 0,048367 51 Agua

Fuente: el autor.

Tabla 11. Comparacion prueba de Tukey segun el uso de autoclave

Sacarido | Agrupamiento Media N Autoclave

A 0,042754 40 SI
sacarosa

B 0,023123 23 NO

A 0,138408 52 SI
Glucosa

B 0,117734 25 NO

Fructosa A 0,057287 25 NO
B 0,050987 52 SI

Fuente: el autor.

Tabla 12. Comparacion prueba de Tukey entre tipos de enzima

Sacarido Agrupamiento media N Enzima
A 0,06618 21 Novozymes
Sacarosa B 0,03126 18 Sin enzima
B 0,01207 24 Alkozym
A 0,1844 27 Novozymes
Glucosa B 0,13164 26 Sin enzima
C 0,07247 24 Alkozym
A 0,072848 27 Novozymes
Fructosa B 0,046838 26 Sin enzima
C 0,037451 24 Alkozym

Fuente: el autor.
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El analisis de varianza aplicado revel6 que hay diferencia significativa entre los diferentes
tratamientos aplicados en al contenido de los tres azlicares identificados. La prueba de Tukey
permitié establecer que el tratamiento 7 es el menos apropiado ya que en los tres tipos de
azucares analizados presenta los menores valores de media.

Asi mismo, se pudieron establecer los mejores tratamientos para la obtencion de azlicares.
En el caso de la sacarosa, se hallo que el tratamiento 8 es significativamente diferente a los
demas; pero como ya se habia mencionado este tratamiento presenta inconvenientes en la
resolucion de los cromatogramas (se enmascaran o agrupan varios picos cercanos a la sacarosa),
por lo que seria erréneo reportar tales picos como presencia de sacarosa. El tratamiento 5 también
es significativamente diferente, pero al igual que el tratamiento 8 presenta inconvenientes con la
resolucion. Se determind que el mejor tratamiento para la obtencion de sacarosa es el 4.

En el caso de la glucosa, los resultados muestran que los mejores tratamientos fueron
el 8 y 5, tratamientos en los que se us6 acido sulftrico, y donde la purificacion de estos
hidrolizados se hizo mas dispendiosa y costosa. El tratamiento 4, después de los tratamientos
8 y 5, presenta el mayor contenido de glucosa, siendo este el mas conveniente. Para la
fructosa se puede plantear la misma opcion de la glucosa, donde los resultados presentan un
comportamiento similar.

El analisis estadistico reporta una similitud entre los tratamientos en los que se us6 acido
sulftrrico y agua; para los tres azicares el valor de la media es mayor para los tratamientos
de acido sulfurico siendo este valor significativamente diferente con respecto al valor de
media de los tratamientos con solo agua. Caso similar ocurre con la comparacion entre los
tratamiento de las muestras con y sin autoclave.

Para el caso de la comparacion entre tratamientos con distintos tipos de enzima, se
encontr6 que el contenido medio de sacarosa en las muestras tratadas con Alkozym® y sin la
enzima, no hay una diferencia significativa, mientras que los tratamientos en los que se us6
Novozymes® presentan una diferencia significativa con respecto a los otros dos. En cuanto
al contenido de glucosa y fructosa se observa una diferencia significativa entre los tipos de
tratamientos; de igual manera, se puede establecer que la enzima Novozymes® es la que
mejor actud y la que presenta mayores valores de media en contenido de azucares.

CONCLUSIONES

Segun las consideraciones sefialadas en el analisis de datos, el mejor tratamiento para
la obtencion de sacarosa, glucosa y fructosa seria el tratamiento 4 que trabaja con agua
desionizada y con enzima Novozymes, con el cual se podria obtener 0.02935 Kg de sacarosa,
0.18867 Kg de glucosa por Kg de 0.0762824 Kg de fructosa por cada Kg de muestra de
arveja seca. De acuerdo con las consideraciones ya mencionadas, se elige el tratamiento
4, que a diferencia de los tratamientos 8 y 5 contiene mayor cantidad de glucosa y fructosa
(azucares reductores), cumpliendo asi con el objetivo de esta investigacion.
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Basado en los resultados obtenidos, se plantea el uso del hidrolizado de la vaina de arveja
fresca (Pisum sativum L.) variedad Santa Isabel, para la fermentacion y posterior obtencioén
de alcohol carburante. También es muy factible purificar y concentrar el jarabe obtenido
con técnicas de clarificacion, sedimentacion, floculacion, filtrado como las propuestas por
Castellanos et.al. (2004) hasta conseguir una especie de la melaza libre de trazas de azufre
(si es un hidrolizado proveniente de un tratamiento con acido sulfarico), que puede ser usada
como materia prima para la elaboracion de alimentos para animales; de igual manera, el
residuo sélido, debidamente caracterizado, podria ser usado para el mismo fin, ya que después
del tratamiento de hidrolisis este material probablemente contenga un valor nutricional que
pueda ser provechoso.

Por las caracteristicas sensoriales observadas en los hidrolizados, se puede pensar en la
posibilidad de obtener una bebida, donde se aprovechen las propiedades funcionales y las
aplicaciones en la industria que ofrecen los oligosacaridos, como lo mencionan Hernandez P. y
Jiménez M. (2010) siendo esta la principal razon para pensar en realizar una caracterizacion del
hidrolizado de la vaina de arveja con fin de estudiar mas a fondo lo sacaridos encontrados.

Después de haber conocido el comportamiento de la vaina de arveja variedad Santa Isabel
en el proceso de sacarificacion enzimatica, el paso a seguir es trabajar en la optimizacion del
proceso y su estudio de viabilidad econdmica, teniendo en cuenta las posibles alternativas de
uso del hidrolizado, sus limitantes y la relacion costo beneficio.

Al observar los datos obtenidos en las pruebas de contenido de material lignocelulosico,
se podria decir que dentro de las razones por las que se presento6 variacion, se encuentran:

*  Homogeneidad y tamaio de particula. El material usado debio haber quedado los mas
homogéneo posible, pero para ello se necesitaba de un pulverizador.

* La humedad en las muestras. El residuo sélido seco obtenido de los tratamientos se
guard6 hasta el momento en que se usaron; en este lapso de tiempo pudieron haber
tomado humedad del ambiente; algunas de las muestras se tuvieron que transportar a
otro laboratorio para ubicarlas en el desecador.

RECOMENDACIONES

Para proximas investigaciones, en las cuales se desee optimizar el proceso de
sacarificacion, es conveniente tener en cuenta que se debe enfocar el trabajo en aspectos
como: El tamafio de particula de la muestra y la homogeneidad de la misma.Evaluar
la posible interferencia en el proceso de compuestos presentes en la muestras (lipidos,
gomas, mucilagos, clorofila y proteinas).

Tiempo, presion y temperatura en la autoclave, asi mismo el uso de un equipo que permita
controlar estas variables de manera adecuada.
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Ensayos que permita determinar el tiempo optimo de exposicion a la enzima.

Evaluar la estabilidad del hidrolizado en el tiempo (temperatura, pH, luz, degradacion,
fermentacion y solubilidad).

Una opcion en la que se puede pensar para reemplazar el acido en los tratamientos de
hidrolisis es trabar con agua en condiciones supercriticas o cercanas al punto critico (175-250
°C, 150-250 atmosferas); ya esta tiene propiedades similares a un acido (-log KW
=11), y representa un area de estudio hasta ahora no desarrollada, tal y como lo propone
(Garcia, 2006). Claro, esta opcion debe ser analizada desde el punto de vista econdmico, ya
que es una técnica mucho mas costosa debido a las condiciones en las que se trabaja.

Otra alternativa que se puede estudiar es des lignificar primero la muestra seca de manera
similar como se hizo en la determinacion de holocelulosa, ya que retirar la lignina facilitaria
la accion de la enzima sobre la muestra, teniendo en cuenta lo que concluyen Guarnizo et al.
(2009) en su trabajo sobre pre tratamientos de la celulosa y biomasa para sacarificacion.
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