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Estudio de Ila viabilidad de empleo de la operacion de impregnacion a vacio para la mejora
de la etapa de hidrdlisis enzimdtica en el aprovechamiento de los residuos de
industrializacion de frutas y hortalizas.

RESUMEN

Debido a la gran cantidad de residuos que se generan en las industrias agroalimentarias,
cada vez se presta mayor atencion a la degradacién y aprovechamiento de éstos. A dia de hoy,
una de las alternativas mas desarrolladas es la utilizacién de estos residuos o subproductos
para la produccion energética de biocombustibles. Estudios previos demuestran que es posible
la obtencién de biocombustibles a partir de residuos lignocelulésicos de frutas y hortalizas. En
particular el rendimiento del proceso de fermentacién de estos residuos para la obtencién de
bioetanol, se ve condicionado en gran medida por el grado de hidrélisis y por el acceso de las
bacterias a los sustratos sobre los que actlan. En el presente trabajo se estudia la viabilidad de
la técnica de impregnacion a vacio para la mejora de la etapa de hidrdlisis enzimatica, con el
fin de mejorar el aprovechamiento de algunos de los residuos generados en la industria
alimentaria.

Se han seleccionado 4 residuos (naranja, platano, alcachofa, haba), teniendo en cuenta
valores de produccién de residuo total, disponibilidad de los residuos en el tiempo y sus
caracteristicas de porosidad. En todos los residuos se determiné la densidad aparente,
actividad del agua, humedad, grados Brix y la capacidad de impregnacion de los residuos
troceados y triturados con diferentes disoluciones: hipotdnica, isotdnica con manitol e
isoténica con fructosa. A continuacién los residuos triturados, impregnados o no, se
sometieron a un tratamiento de hidrdlisis enzimatica y se evalué el nivel de hidrdlisis mediante
la medida de los grados Brix y los azucares fructosa, glucosa y sacarosa, determinados por
cromatografia de intercambio idnico.

Tanto los resultados obtenidos en la determinacién de la capacidad de impregnaciéon como
los obtenidos en la etapa posterior de hidrélisis enzimatica, revelan que, en general, la
impregnacion de los residuos es mayor cuando estos estan triturados y en casi todos los casos
mejora los resultados de la hidrdlisis. Unicamente en el caso de los residuos de naranja, el
empleo de una disolucidon que incluye manitol proporciona mejores resultados en los residuos
sin impregnar.

Por lo tanto, como conclusién general del presente trabajo se obtiene que la optimizacion
de la operacion de impregnaciéon a vacio aplicada previamente a la etapa de hidrdlisis
enzimatica de determinados residuos agroindustriales, podria suponer un aumento del
rendimiento de hidrdlisis, lo que se traduciria en mejores rendimientos de produccion de
bioetanol.

Palabras clave: residuos industria agroalimentaria, biomasa lignoceluldsica, impregnacion a
vacio, hidrdlisis enzimatica, bioetanol.



Viability of vacuum impregnation as an operation to improve the stage of enzymatic
hydrolysis of some fruit and vegetable industrial residues

ABSTRACT

Due to the big amount of residues generated by the food industry, the interest in the
degradation and use of these waste materials increases. Nowadays, one of the most
developed alternatives is the use of agroindustrial residues or byproducts in biofuels
production. Previous studies show that it is possible to obtain biofuels from fruit and vegetable
lignocellulosic materials. Particularly, the yield of the fermentation stage is significantly
influenced by degree of hydrolysis and the subsequent access of the fermenting bacteria to
the fermentable substrates. In the present study, the viability of using vacuum impregnation to
improve the stage of enzymatic hydrolysis is studied with the aim of improving the use of
these residues generated in the food industry.

Four different residues orange, banana, artichoke, bean), were selected taking into
account production values of the total residues, availability during the progress of the present
work and porosity characteristics. Apparent density, water activity, humidity, Brix degrees and
impregnation capacity on the sliced and minced residues with different solutions: hypotonic,
isotonic, with mannitol and isotonic with fructose, were determined for all residues. The
minced residues, impregnated or not, were submitted to a treatment of enzymatic hydrolysis
and degree of hydrolisis was evaluated by measuring Brix degrees and the sugars fructose,
glucose and sucrose, which were determined by ion exchange chromatography.

Both, impregnation capacity and results of enzymatic hydrolysis suggest that, in general,
the impregnation of the residues is more successful when these are minced and, in most cases,
vacuum impregnation results in an improvement of the hydrolysis stage. Only in the case of
the orange peel, the use of the isotonic solution prepared with mannitol provides better
results when vacuum impregnation is not used.

Therefore, the general conclusion of the present work is that the optimization of the
vacuum impregnation operation applied previously to the stage of enzymatic hydrolysis of
certain agro-industrial residues, could imply an increase in the hydrolysis performance, which
would result in an increase in the bioethanol production process.

Key words: food industry waste, lignocellulosic biomass, vacuum impregnation, enzymatic
hydrolysis, bioethanol.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Los cambios socioecondmicos de las ultimas décadas, las altas concentraciones de
poblacién en nucleos urbanos, el desarrollo de la industria agroalimentaria, la intensificacion
de las explotaciones ganaderas, las practicas consumistas, etc., han propiciado la produccion
de grandes cantidades de residuos orgdnicos que ocasionan graves problemas ambientales.
Una primera clasificacion de los residuos se puede realizar en funcién de su origen,
distinguiendo los residuos procedentes del sector primario, residuos agricolas, ganaderos y
forestales, los procedentes del sector secundario, residuos industriales (agroalimentarios,
textiles, etc.) y finalmente los procedentes del sector terciario o de servicios, constituidos por
residuos sdlidos urbanos (RSU) y lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales
(Pomares, 1998).

El sector agroindustrial esta caracterizado por un importante consumo energético y una
fuerte produccién de desechos orgdnicos. Una gestion eficaz de ambos aspectos resulta
crucial, particularmente para las pequefias y medianas industrias agroalimentarias
(http://actualidad.ainia.es). Por lo tanto, existe la necesidad de gestionar los residuos
producidos en las plantas de procesado de alimentos ya que éstos generan un problema
operacional grave y son una amenaza constante para el medio ambiente (Goula y Lazarides,
2015).

El almacenamiento final en vertederos no es una opcién sostenible, por lo que la mejor
solucidn sigue consistiendo en prevenir la produccién de residuos, en reintroducirlos en el ciclo
econdmico y de produccion mediante la reutilizacién y el reciclado de la mayor cantidad
posible de sus componentes, y en su valorizacion energética (Ojeda, 2009).

En general, una gestién eficaz requiere realizar acciones en tres ambitos: 1) reduccién del
residuo en origen; 2) aplicaciéon de tratamientos con el fin de conseguir un nivel de calidad
acorde con el destino final; y 3) planificacidn y control del destino y uso del producto. Estos
planes de gestidén deben establecerse, siempre que sea posible, con la finalidad de obtener un
producto de calidad que pueda ser aplicado al suelo como enmienda o abono orgdnico o que
sea adecuado para la formulacién de sustratos de cultivo (valorizacion agrondmica). Cuando
esta valorizaciéon no sea posible se planificara la viabilidad de su valorizacion energética. Si
ninguna de las anteriores alternativas resulta viable se procedera a programar su aislamiento
final en vertederos controlados (www.infoagro.com).

La utilizacion de residuos o subproductos para la produccidon energética tiene un enorme
interés, ya que en los ultimos afos se ha producido un aumento considerable de la demanda
de energia, que trae consigo un agotamiento de los recursos de combustibles fdsiles, un
aumento de los precios del combustible, un aumento de las emisiones de los gases efecto
invernadero (GEl), etc.

Contamos con una amplia gama de residuos agricolas, como por ejemplo, rastrojo de maiz,
cascarilla de arroz, paja de trigo, bagazo de cana, subproductos de platano, etc., que se
pueden emplear para la obtencion de biocombustibles a través de via bioquimica, es decir
pretratamiento, hidrdlisis y fermentacion de biomasa lignocelulésica. Estos combustibles
presentan unos importantes beneficios para el medio ambiente si se comparan con los
combustibles derivados del petréleo. Algunas de las ventajas que presentan son: la reduccion
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de las emisiones de compuestos orgdnicos volatiles, menor toxicidad a la hora de su
manipulacién y su mayor biodegradabilidad.

En definitiva, los biocombustibles son promovidos como un medio para lograr la seguridad
energética y reducir las emisiones de gases de efecto invernadero. Los biocombustibles
derivados de la biomasa lignocelulésica, sobre todo a partir de cultivos agricolas, estan siendo
apoyados masivamente en todo el mundo para mitigar el cambio climatico, asegurar la
disponibilidad energética y promover el desarrollo de la economia rural. Por tanto, la
bioenergia es comprendida como un recurso prometedor con sus ventajas ambientales y
econdmicas, que cada vez son mas perceptibles debido a las mejoras en la tecnologia (Sonil et
al., 2015).

La biomasa incluye restos de residuos agricolas, forestales y sélidos urbanos, asi como
residuos agroindustriales de la industria de alimentos y de otras industrias (Cardona y Sanchez,
2005). Representa una fuente renovable de energia, con gran potencial para la producciéon de
biocombustibles, cuyo uso permitiria reducir el consumo de combustibles fésiles y limitar las
emisiones de CO,, NO, y SO, a la atmésfera y la contaminacidon por metales pesados. Ademas,
se encuentra mucho mejor distribuida sobre la superficie de la tierra que los combustibles
fosiles y puede ser explotada usando tecnologias mas econdmicas (Salcedo et al., 2011).

La utilizacion de biomasa para la produccion de biocombustibles, requiere la hidrdlisis de
las cadenas lignocelulésicas largas en azucares simples, de forma que puedan ser utilizados por
las bacterias fermentativas. A continuacion se representa el proceso de obtencién de bioetanol
a partir de biomasa lignocelulésica (figura 1).

Maiz, j Almidones |
Trigo,
Cebada,

Bioetanol
Sorgo,
Patata
Madera,
Desperdicios
forestales,

Basura Celulosa Hidrolisis

municipal Destilacién

Cana de N/
=g S wicar | rermentacion
{Melaza)

Figura 1.Diagrama del proceso de produccién de bioetanol a partir de diferentes residuos
de biomasa lignoceluldsica. Elaboracion propia a partir de: Ministerio Agropecuario y
Forestal. Republica de Nicaragua. APPA (2006) Asociaciéon de productores de energias
renovables. “Una estrategia de biocarburantes para Espafia (2005-2010).
“http://www.appa.es/09documentos/documentos01.htm

El rendimiento del proceso de fermentacién se ve condicionado en gran medida por el
grado de hidrdlisis y por el acceso de las bacterias a los sustratos sobre los que actudan. Segun
un estudio realizado por Garcia y Primo (1989), el grado de hidrdlisis alcanzado en cada
residuo lignoceluldsico depende del contenido en lignina de éste. En general, la celulosa de los
residuos con contenido en lignina inferior al 10% respecto a materia seca inicial, se hidroliza
bien (mas del 80%); por ejemplo es el caso de los zuros de maiz y de los tallos de sorgo dulce.
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Los materiales cuyo contenido en lignina es mas elevado tienen unos rendimientos de
hidrélisis mds bajos; como por ejemplo la paja de arroz y los sarmientos de vid con mas del
20% de lignina con respecto a la materia seca inicial.

En muchos casos, las caracteristicas estructurales de los residuos dificultan el acceso de las
hidrolasas a las cadenas de celulosa y hemicelulosa, disminuyendo en gran medida el
rendimiento del proceso.

Actualmente se estan investigando diversos pretratamientos para el procesado de
biomasa lignoceluldsica, que complementan la hidrdlisis enzimatica y posibilitan la obtencién
de altos rendimientos de esta etapa. Se hace necesario, principalmente, porque la lignina en
las paredes celulares de la planta forma unas barreras contra el ataque enzimatico. Un
pretratamiento ideal es reducir el contenido de lignina, disminuir la cristalinidad de la celulosa
e incrementar el drea superficial. Entre los tratamientos que se pueden aplicar podemos
distinguir: tratamientos fisicos (molienda, ultrasonidos, etc.), fisico-quimicos (termo hidrdlisis),
quimicos (hidrdlisis acida, oxidacion himeda, tratamientos con ozono, hidrdlisis con alcalis,
etc.), tratamiento con microondas, etc. (Krishna et al., 2001). Los objetivos de dichos
tratamientos son:

e Degradar la estructura lignocelulésica haciéndola mds accesible a los enzimas.
e Modificar la estructura (incrementar la porosidad o exponer mas area del residuo
a la accién enzimatica).

Segun estudios publicados por Arantes y Saddler (2011), una de las caracteristicas que va a
determinar el buen rendimiento de la hidrdlisis enzimatica, es la accesibilidad de los enzimas al
sustrato. Al aumentar la accesibilidad de los enzimas al residuo triturado se favorece la entrada
de enzimas a éste. Esta accesibilidad estd intimamente relacionada con factores tales como
area superficial disponible (porosidad, topologia, tamafio de particula, volumen de poro, grado
de polimerizacién, etc.), la velocidad y el tiempo de la reaccién de hidrélisis enzimatica. En
particular, en el tratamiento de termo hidrdlisis, se consigue evaporar una gran cantidad de
agua desde el interior, con el fin de expandir la estructura y por tanto aumentar el tamafio de
los poros.

Unas de las desventajas mas importantes a las que nos enfrentamos a la hora de aplicar
estos tratamientos son: su elevado coste, sus bajos rendimientos, la generacién de productos
secundarios no deseados por el efecto de la temperatura, etc. Por ejemplo, en el caso de la
trituracion mecdnica (molienda), una desventaja evidente es que se trata de una operacion
que requiere un alto consumo energético, a pesar de que sea ideal tanto para el metano y la
produccién de etanol. Por el contrario, una de las ventajas cruciales de esta técnica es que al
reducir el tamano de las particulas se consigue un aumento de la superficie especifica y una
reduccion del grado de polimerizacion, éste es un factor que incrementa los rendimientos de la
hidrdlisis entre un 5-25% (Delgenés et al., 2003). En el pretratamiento quimico de la hidrdlisis
acida se encuentra su mayor ventaja en sus altos rendimientos de hidrdlisis (superiores al 90%)
en acidos concentrados y en acidos diluidos del 80-100%. Por el contrario, su desventaja mas
importante es el efecto corrosivo de los acidos concentrados que conllevan a altas inversiones
en los equipamientos (Krishna et al., 2001).

La aplicacion de tecnologias que favorecieran el proceso de hidrdlisis permitiria mejorar la
produccién de energia.
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En este sentido, la técnica de impregnacién a vacio podria ser utilizada para incluir las
enzimas hidroliticas en el interior de la estructura de subproductos porosos, facilitando el
acceso de las enzimas al sustrato sobre el que actuan.

La impregnacién a vacio (IV) se considera como una técnica util para introducir
rapidamente liquidos externos en las estructuras porosas de tejidos animales y vegetales, de
manera controlada. Es un método en el procesado de alimentos que permite que una
disolucién de impregnacidon reemplace una parte del aire contenido inicialmente en la
estructura porosa de los alimentos, como resultado de la creacién de gradientes de presidn en
el sistema constituido por el alimento sumergido en la disolucion de impregnacién (Guillemin
et al., 2008). Esta técnica se basa en las transferencias de masas promovidas por los cambios
de presion entre una fase liquida y una estructura sdélida porosa, como puede ser una fruta o
verdura (Castagnini et al., 2015).

La impregnacién a vacio es una operacidn unitaria en la que productos porosos se
sumergen en disoluciones de diferentes composiciones y/o concentraciones y se someten a un
gradiente de presién de dos etapas: en primer lugar, el material poroso se sumerge en una
disolucién y es expuesto a presidn subatmosférica durante un tiempo determinado para
asegurar la eliminacién del aire atrapado en los poros por expansion de éste. En segundo lugar,
se procede a restablecer la presion atmosférica, de esta forma la disolucidn externa penetra en
la estructura de los poros del material poroso, comprimiendo el gas residual hasta que se
alcanza el equilibrio de presidn (etapa de impregnacion) (Fito 1994; Fito et al., 1996).

La impregnacidon a vacio es una técnica usada principalmente para acelerar procesos
industriales. El primer modelo matematico para el proceso de impregnacién a vacio en
materiales porosos, mds especificamente en alimentos porosos, fue propuesto por Fito y sus
colaboradores (Fito, 1994; Fito y Pastor, 1994; Fito et al., 1996). El modelo fue llamado
mecanismo hidrodindmico (HDM), el cual esta afectado por la deformacion y relajacion de la
matriz de los alimentos debido a los cambios de presidn (Badillo et al., 2011; Guillemin et al.,
2006).

El resultado de la impregnacién estad influenciado por las propiedades mecdnicas, la
porosidad, el tamaio y la forma del alimento. También, por la viscosidad de la disolucién de
impregnacion o solucidon externa, las propiedades fisicas y quimicas de los compuestos
fisiolégicamente activos, las presiones y los tiempos de vacio (www.alimentarnos.com).

Por lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se pretende estudiar la viabilidad de
la técnica de impregnacién a vacio para la mejora de la etapa de hidrdlisis enzimatica, con el
fin de mejorar el aprovechamiento de algunos de los residuos generados en la industria
alimentaria.
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.

El objetivo general del presente Trabajo Final de Grado consiste en evaluar la influencia de
la técnica de impregnacién a vacio en la hidrélisis enzimdtica de diferentes residuos
agroalimentarios.

Para la consecucién del objetivo planteado se establecié el siguiente plan de trabajo:

1. Realizar una revisidn bibliografica sobre la produccion de residuos en las industrias
agroalimentarias y el aprovechamiento de éstos para la produccién de bioetanol.

2. Caracterizacidn fisicoquimica de los diferentes residuos. Se determinara densidad
aparente (pap), actividad del agua (aw), humedad (xy), sélidos solubles totales (SST)
y capacidad de impregnacién (IV).

3. Tratamiento de impregnacion a vacio de los diferentes residuos con disoluciones
de impregnacién que incluyan las enzimas celulasa y hemicelulasa.

4. Valoracién cuantitativa de la hidrélisis enzimatica en los residuos impregnados y
sin impregnar.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.A. GENERACION DE RESIDUOS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA. REVISION BIBLIOGRAFICA.

Con el fin de conocer los datos actuales de generacién de residuos en la industria
agroalimentaria se realizd una busqueda bibliografica basada fundamentalmente en bases de
datos de produccidn e industrializacidén de frutas y hortalizas. Las bases de datos consultadas
se listan a continuacidn:

e www.magrama.gob.es: Pagina web del Ministerio de Agricultura, Alimentacion vy
Medio Ambiente de Espaiia. En ella se muestran valores de superficie, rendimientos,
precio medio, produccidn agricola y valor de produccién.

e www.mercasa.es: Sociedad Estatal de Participaciones Industriales. Se trata de una
entidad publica empresarial espafiola donde se obtienen valores de produccion de las
principales frutas citricas.

e www.fen.org.es: Fundacidon espafiola de la nutricion. Muestra la estacionalidad,
valoraciéon nutricional y composicién nutricional de los diferentes productos.

e www.infoagro.com: Informacidn técnica agricola, destino de produccién agricola e
informacién general de los principales productos que se producen en las industrias
agroalimentarias.

3.A.1. Criterios de busqueda.

Para realizar la busqueda bibliografica se han utilizado como palabras clave: residuos
industrias agroalimentarias, residuos agricolas, subproductos industrias agroalimentarias. En
todos los casos, se consultd la informacion del dltimo afo disponible (2010-2012), para cada
base de datos.

3.B. ESTUDIO DE LA IMPREGNACION A VACIO COMO POSIBILIDAD DE MEJORA DE LA
HIDROLISIS ENZIMATICA DE RESIDUOS INDUSTRIALES DE FRUTAS Y HORTALIZAS.

Previo al disefio experimental, se realizé la revision bibliografica inherente a cualquier
trabajo de investigacién. En este caso, la blusqueda bibliografica se centrd en los siguientes
aspectos:

e Hidrdlisis enzimdtica de residuos lignoceluldsicos para la obtencién de bioetanol.
Limitaciones de la operacidn, pretratamientos para mejorar la eficiencia de la
conversion de carbohidratos complejos a azlicares fermentables.

e la operacidn de impregnacidn a vacio. Aplicaciones de la operacién y antecedentes de
impregnacion a vacio de enzimas en tejidos de frutas u hortalizas.

3.B.1. Material vegetal empleado.

De entre los productos agricolas que se consideraron interesantes por su nivel de
produccién y/o generacién de residuos durante su industrializacidn, se escogieron aquellos
cuatro que presentaron valores de porcentaje de residuo total mds elevados, teniendo en
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cuenta su disponibilidad durante el periodo de ejecucion del trabajo y sus caracteristicas de
porosidad: naranjas, platanos, alcachofas y habas.

Todas las materias primas utilizadas en el presente trabajo, fueron adquiridas en un
supermercado local. El material vegetal se selecciond visualmente de acuerdo a su tamafio,
color, peso, aspecto y grado de madurez, con el fin de trabajar con una muestra lo
suficientemente homogénea.

3.B.2. Obtencion del residuo sélido.

En el presente trabajo, la muestra de estudio consistidé en las partes no comestibles de
cada uno de los productos seleccionados, conocida también como bagazo. Para la obtencién
de dicha muestra, se lavaron las diferentes frutas, se eliminé todo aquello que era comestible
y las partes restantes se sometieron a un troceado y posterior triturado a maxima velocidad
con una batidora Philiphs AvanceCollection, hasta obtener una muestra homogénea. Ademas,
para el caso particular de la caracterizacidn con respecto a la operacidon de impregnacion a
vacio, se obtuvo el residuo troceado para cada una de las frutas/hortalizas seleccionadas,
segln se indica mas adelante.

3.B.3. Caracterizacion fisicoquimica del residuo.

La caracterizacién fisicoquimica consistié en el analisis de la densidad aparente (pap),
actividad del agua (a,), humedad (x,) y sdlidos solubles totales (SST). Las determinaciones
analiticas que se listan a continuacidn se realizaron sobre muestra troceada y/o triturada,
segln se indique en cada caso. Todas las determinaciones se efectuaron, como minimo, por
triplicado.

3.B.3.1. Densidad aparente (p,p).

La densidad aparente se determind utilizando un picnédmetro y agua como liquido de
referencia, a partir de la relacién entre la masa de la muestra y el volumen de agua desplazado
por la misma. Para ello se efectuaron las siguientes medidas, utilizando muestra troceada.

®  Mypicnémetro) = Masa del picnémetro vacio y con su tapén (g)

®  Mypicnémetro+agua) = Masa del picndmetro lleno de agua (g)

b M(picnc’)metro+muestra) (g)

b |\/l(picnc’)metro+muestra+agua) (g)

La densidad aparente (p) en g/cm?, se calculé a partir de la siguiente ecuacién (Ecuacién
1).

Mpicnometro+muestra — Mpicnometro

(Ec.1)

p:
(Mpicnometro+muestra - Mpicnometro'(Mpicnometro+muestra+agua'Mpicnometro+agua))



Material y métodos

3.B.3.2. Actividad del agua (a).

La actividad del agua (a,) de la materia prima triturada y troceada se determind con un
higrometro de punto de rocio (Aqualab 4TE) con una precision de + 0,003, previamente
calibrado con disoluciones saturadas de referencia.

3.B.3.3. Humedad (x,,).

Se determind el contenido en agua (x,) de los diferentes residuos mediante el método
gravimétrico de doble pesada 934.06 (AOAC, 2000). La humedad de la muestra se obtuvo a
partir de la ecuacién 2. Las muestras se secaron en estufa (J.P. Selecta) a 63 °C hasta peso
constante. Las pesadas se realizaron con una balanza analitica (Metler Toledo modelo
MS304S).

Mo+mh — Mo+ms (Ec. 2)

%) =
Xw () =y Mo

Dénde:

My: se corresponde con la masa del crisol vacio.

Mo.mh: S€ corresponde a la masa del crisol con una pequena cantidad de muestra himeda.
Mo.ms: S€ corresponde a la masa del crisol con la muestra secada en estufa.

3.B.3.4. Sdlidos solubles totales (SST).

Se midieron los sdlidos solubles totales (SST) de cada uno de los residuos por
refractometria, mediante la determinacién de los grados Brix. Para ello, se utilizd6 un
refractdmetro de mesa modelo ABBE ATAGO, 3-T termostatado a 21 °C. La medicidon de los
grados Brix de cada residuo se realizé afadiendo entre 8-10 mL de agua a la muestra.

3.B.3.5. Mecanismo hidrodinamico (HDM). Parametros de impregnacidn a vacio (IV).

El equipo para el estudio de la capacidad de impregnacion consta de una cdmara de vacio,
conectada a una bomba (Sterling SIHI), y una balanza de precisién con sensibilidad de 0,01 g
(Mettler PJ 3600 Delta Range) que permite registrar el peso de la muestra a lo largo del
proceso de impregnacion.

Para estudiar la respuesta de los diferentes residuos al mecanismo hidrodinamico, cada
uno de los cuatro residuos seleccionados fue pesado y sumergido en un recipiente
conteniendo la disolucion, dentro de la cdmara de impregnacidn. El proceso de impregnacion a
vacio consistié en someter el sistema a una presion de vacio de 50 mbar durante 10 minutos, y
restablecer la presidn atmosférica una vez transcurrido ese tiempo, manteniéndose las
muestras sumergidas en la disolucidon de impregnacion durante 10 minutos mas.

Diferentes pesadas de cada una de las muestras a lo largo del proceso de impregnacion,
permiten determinar los pardmetros de impregnacidn: fraccion volumétrica de liquido
incorporado al final del proceso por unidad de volumen de muestra [X] (m3 de liquido
incorporado/m3 de muestra), fraccién volumétrica de liquido incorporado al final de la etapa
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de vacio [X,] y la porosidad efectiva [g]. Dichos pardmetros se obtuvieron utilizando diferentes
disoluciones de impregnacién con el fin de averiguar si la presencia de los enzimas en el medio
producia alguna diferencia en la respuesta al mecanismo hidrodindmico (HDM), principal
mecanismo responsable del flujo de masa durante el proceso de impregnaciéon. De este modo,
los liquidos de impregnacién empleados fueron disoluciones isotdnicas de manitol, y
disoluciones isotdnicas de manitol a las que se les adicionaron los enzimas (celulasa y
hemicelulasa) en la concentracidon indicada en el apartado 3.B.4. Con respecto a la
isotonicidad, se tuvieron en cuenta los resultados de a,, obtenidos para los residuos troceados,
y se calculd la cantidad de manitol correspondiente mediante la ecuacidn de Norrish (Ecuacion
3). Dicha cantidad, se afiadié tanto a la disolucién isoténica de manitol como a la disolucion de
manitol y enzimas, puesto que se comprobd que la cantidad de enzima incorporada no afecta
a la actividad del agua.

ay = (1 —x5) x e(TKs2) (Ec. 3)

Donde:

a,, : actividad del agua de la muestra triturada.

X,: fraccion molar de soluto

K : constante de Norrish siendo K=0,906 para el manitol.

Los parametros de impregnacidn que se citan en el parrafo anterior se determinaron para
las muestras troceadas, mientras que para los residuos triturados Unicamente se pudo
determinar el porcentaje de ganancia de disolucidon de impregnacion. Dicho porcentaje de
ganancia se obtuvo por doble pesada, antes y después de la IV, utilizando una balanza (Mettler
PJ 3600 Delta Range).

3.B.4. Diseiio experimental: Descripcion de los ensayos de IV e hidrolisis enzimatica de los
residuos.

Para comprobar si la IV tiene un efecto positivo sobre la hidrdlisis enzimatica se realizaron
una serie de ensayos utilizando la IV como pretratamiento, utilizando en este caso los residuos
triturados, ya que esta forma es la que permite que se sometan a la etapa de sacarificacién
posterior. Puesto que es habitual aplicar dicha operacién utilizando un medio isoténico con el
fin de discriminar el efecto exclusivo del mecanismo hidrodindmico, se prepararon
disoluciones acuosas de manitol o fructosa isotdnicas con el residuo utilizado. Ademas, la IV
también se realizé con disoluciones acuosas de los enzimas, lo que resulté en disoluciones
hipotdnicas con respecto a la a,, de los residuos. Para el calculo de la cantidad de manitol y
fructosa necesarios para obtener las disoluciones isotdnicas correspondientes, se hizo uso de
la ecuacidn de Norrish (Ecuacién 3), teniendo en cuenta los valores de a,, obtenidos para las
muestras trituradas, y las constantes de Norrish K=0,906 para el manitol y K=2,25 para la
fructosa.

Teniendo en cuenta lo anterior, la composicién de las disoluciones de impregnacion
resultantes se muestran en la tabla 1. La cantidad de disolucién de impregnacion utilizada en
cada caso fue diferente, puesto que se tuvo en cuenta el volumen de liquido necesario para
cubrir cada residuo.
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Tabla 1. Composicion de las disoluciones de impregnacion utilizadas para la determinacion de la
capacidad de impregnacion.

COMPOSICION DE LA DISOLUCION DE IMPREGNACION

TIPO DE . . . . . Residuo de
DISOLUCION Residuo de naranja Residuo de platano Residuo de haba alcachofa
Hipotodnica 62,72 g agua 46,25 g agua 46,25 g agua 130,34 g agua
0,16 g celulasa 0,16 g celulasa 0,16 g celulasa 0,16 g celulasa
0,04 g hemicelulasa 0,04 g hemicelulasa 0,04 g hemicelulasa | 0,04 g hemicelulasa
Isotdnica 62,72 g agua 46,25 g agua 46,25 g agua 130,34 g agua
manitol 12,29 g manitol 3,75 g manitol 2,28 g manitol 9,66 g manitol

(con enzima)

(0,16 g celulasa
0,04 g hemicelulasa)

(0,16 g celulasa
0,04 g hemicelulasa)

(0,16 g celulasa
0,04 g hemicelulasa)

(0,16 g celulasa
0,04 g hemicelulasa)

Isotdnica
fructosa

(con enzima)

62,76 g agua
12,23 g fructosa
(0,16 g celulasa

0,04 g hemicelulasa)

46,28 g agua
3,71 g fructosa
(0,16 g celulasa

0,04 g hemicelulasa)

130,31 g agua

9,67 g fructosa

(0,16 g celulasa
0,04 g hemicelulasa)

Por lo que respecta a la etapa de hidrdlisis enzimatica, ésta se llevd a cabo mediante la

adicion de 0,4% (m/m) de celulasa (1,13 Unidades/mg de sélido, Sigma-Aldrich Spain) y 0,1%
(m/m) de hemicelulasa (1,5 Unidades/mg de sélido, Sigma-Aldrich Spain) a 40 g de residuo en
un vaso de precipitados de vidrio, teniendo en cuenta los resultados de otros estudios
realizados en el mismo laboratorio (Hurtado, 2013). Una vez afadidos los enzimas, las
muestras se sometieron a IV segln se ha indicado anteriormente, o bien fueron introducidas
directamente en estufa (PSelecta modelo Incudigit) para llevar a cabo la etapa de hidrdlisis
enzimatica. La sacarificacién de los residuos se realizé a 50 °C durante 24 h (Hurtado, 2013).
En los ensayos en los que no se aplicé la IV como pretratamiento, la hidrdlisis enzimatica se
realizd utilizando las mismas disoluciones, es decir: hipotdnica, isotdnica con manitol e
isotdnica con fructosa (tabla 1).

De este modo, el disefio experimental queda como sigue (tabla 2). Se realizaron tres series
experimentales de cada combinacién vy, sobre cada repeticidn, las determinaciones analiticas
que se presentan a continuacién (3.B.5) se realizaron por triplicado, tomandose el valor
promedio de los tres replicados como resultado de la repeticion correspondiente.

Tabla 2. Disefio experimental de la hidrélisis enzimatica con y sin IV previa.

TIPO DE
DISOLUCION

Hipotdnica

SIN IV Isotonica manitol

Isoténica fructosa Hidrélisis

enzimatica

Hipotdnica

CON IV Isoténica manitol

Isotdnica fructosa

10
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3.B.5. Determinaciones analiticas sobre las muestras sacarificadas.
3.B.5.1. Solidos solubles totales (SST).

Se midieron los sdlidos solubles totales (SST) de cada uno de los residuos por
refractometria, mediante la determinacién de los grados Brix, antes y después de la operacion
de hidrdlisis enzimatica. Para ello, se utilizé un refractdometro de mesa modelo ABBE ATAGO, 3-
T termostatado a 21 °C. La medicidn de los °Brix se realizé sobre la fase liquida extraida de
cada muestra, utilizando una prensa manual antes de la hidrélisis enzimatica, y
homogeneizando y extrayendo fase liquida con una pipeta Pasteur tras incubacién en estufa.

3.B.5.2. Perfil de azucares.

La identificacién y cuantificacion de los azlcares se realizdé mediante cromatografia liquida
de intercambio i6nico de alta resolucién con detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD,
por sus siglas en inglés), utilizando un cromatdgrafo modelo 716 Compact IC (Metrohm) con
columna MetrospCarb 1 250/4.6 (250mmL x 4,6mmLD) equipada con una precolumna. Se
utilizaron los siguientes potenciales de pulso del detector: t;: 400/E;=+0,05 (deteccion); t,:
200/E,=+0,75 (limpieza); t;: 400/E5=-0,15 (regeneracion). Los analisis se realizaron a 32 °Cvy 8,8
MPa, con un volumen de inyecciéon de 20 pl y utilizando como fase mévil una disolucion de
NaOH 0,1 M (1 mL/min). Los patrones utilizados (Sigma-Aldrich, Co.) para la cuantificacion del
contenido en azucares del residuo fueron glucosa (pureza = 99,5 %), fructosa (pureza = 99 %) y
sacarosa (pureza = 99,5 %), preparados en diluciones de 2,5; 5; 10; 15; 25 y 50 ppm. Para la
interpretaciéon de los resultados se utilizd el software ICnet 2.0 y la lectura de los
cromatogramas se realizé mediante el programa IC NET 2.3 (Metrohm).

3.B.6. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico de los resultados se llevd a cabo empleando el programa
StatgraphicsCenturion XVLII (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, Va, USA). Para evaluar
las diferencias existentes entre las muestras, se efectuaron analisis de la varianza (ANOVA) de
cardacter simple y multifactorial con un nivel mdximo de interaccién de orden dos. Para ambos
analisis se considerd un nivel de confianza del 95%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.A . RESULTADOS SOBRE LOS RESIDUOS QUE SE GENERAN EN LAS INDUSTRIAS
AGROALIMENTARIAS.

En la tabla 3 se muestran en orden decreciente con respecto a la produccién total, los
principales residuos que se generan en las industrias agroalimentarias. Estos son: naranja,
mandarina, pimiento morrén, tomate, melocotdn, platano, haba, esparrago y alcachofa.

Tabla 3. Principales residuos que se producen en las industrias agroalimentarias. Valores de porcentaje
de residuos, produccion total (T) y produccidon de residuos total (T).

Tipo de residuo que % Residuos Produccion total Produccion de
(1]

Fruta / Hortaliza
/ genera (T) residuos total (T)

Cortezas, hollejos,
Naranja vesicula, semillas, 63% 5.700.000 3.591.000

pulpa

Cortezas, hollejos,

Mandarina vesicula, semillas, 43% 5.700.000 2.451.000
pulpa
Pimiento morrén | Corazones, restos de 63% 1.024.000 645.120,0
piel, semillas
Pieles, itas,
Tomate '€ SZ d'i?dp; as 15% 4.007.000 601.050,0
Melocotdn Pieles, huesos 25% 1.034.974 258.744
Pseudo tallo, i
Platano sed °p?elzsraq“'sy 35% 371.013 129.854,55
Haba Vaina 47% 187.047 87.912,09
Esparrago Pieles 51% 53.999 27.539,5
P bract
Alcachofa encas/brécteas 65% 178.450 20.475

externas, hojas

Conociendo los datos de porcentaje de residuo y la produccién de cada uno de los
productos (T), se ha calculado el valor de producciéon de residuos total (T).

De estos 10 productos (tabla 3), se seleccionaron los 4 en los que se centra este trabajo.
Para realizar la seleccion se tuvieron en cuenta los valores de produccion de residuo total (T),
la disponibilidad de los residuos durante el periodo de ejecucidn del trabajo (temporalidad) y
sus caracteristicas de porosidad, puesto que se trata de una de las propiedades principales
para el estudio de la impregnacién a vacio que es la base de este trabajo.

Asi pues, el estudio se centrd en cuatro productos: naranja, platano, alcachofa y haba. No
obstante, durante la realizacién del trabajo el haba dejé de estar disponible, por lo que no se
pudieron obtener algunos resultados para este residuo en particular.
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4.A.1. Composicion del residuo e interés de sus aplicaciones. Posibilidad de hidrdlisis
enzimatica.

De cada uno de los 4 productos se seleccioné la parte objeto de estudio (bagazo). Los
residuos estan formados fundamentalmente por componentes lignoceluldsicos, los cuales
pese a su dificultosa degradacidn, es posible mediante procesos quimicos, fisicos y/o
biolégicos desdoblarlos en azlicares monosacaridos para su posterior fermentacion.

Los componentes lignoceluldsicos que forman parte de los residuos vegetales, en general,
estdn compuestos por tres tipos diferentes de polimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina
(Fengel y Wegener, 1984), envueltos en una compleja estructura.

Celulosa: conformada por subunidades de D-glucosa, unidas por B-1,4 glicosidicos. Su
hidrélisis libera unidades de glucosa, monosacarido de gran importancia en la
fermentacion. La celulosa posee dos estructuras, una cristalina (organizada) y otra
amorfa. Las cadenas de celulosa son “empaquetadas” formando estructuras que se
denominan fibrillas de celulosa. Estas fibrillas de celulosa son en su mayoria
independientes y débilmente vinculados a través de uniones de hidrégeno (Laureano-
Pérez et al., 2005).

Hemicelulosa: carbohidrato complejo y heterogéneo ya que su estructura posee
diferentes polimeros como pentosas (como xilosa y arabinosa), hexosas (como
manosa, glucosa y galactosa), entrelazadas entre si glucosidicamente. Muchas de ellas,
en la degradacién hidrolitica, dan, junto a glucosa, manosa y galactosa (Palacio, 1956).
La hemicelulosa sirve de conexién entre la lignina y las fibras de celulosa y da la rigidez
a la red de celulosa, hemicelulosa y lignina (Laureano-Pérez et al., 2005).

Lignina: heteropolimero amorfo que consta de tres diferentes unidades de
fenilpropano (pcoumaril, coniferil y sinapil alcohol) que se mantienen unidos por
diferentes enlaces. El heteropolimero amorfo no es soluble en agua y su degradacion
es muy complicada (Fengel y Wegener, 1984).

En la figura 2 podemos ver una representaciéon de la estructura de la biomasa
lignocelulésica.

Figura 2. Estructura de la biomasa lignoceluldsica (Martin-Alonso et al., 2012).
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En la actualidad, la biomasa lignoceluldsica y en especial los subproductos agroindustriales,
han dejado de ser productos de desecho-problema, para convertirse en materia prima
potencial para diversos procesos tanto de tipo agricola como industrial, siendo la produccion
de alcohol carburante uno de los mas importantes (Sanchez et al., 2010).

La generacion de alternativas energéticas distintas a las ya convencionales ha conllevado al
uso de materias primas naturales, dando lugar a los llamados biocombustibles dentro de los
cuales destaca el bioetanol (Sanchez et al., 2010).

El bioetanol es un alcohol producido a partir de la fermentaciéon de los azlcares que se
encuentran en los vegetales y se trata de un combustible con un alto poder energético.

En el caso de la cdscara de naranja, una de las principales aplicaciones de interés es la
mencionada anteriormente, es decir, la obtencién de bioetanol a partir del residuo del bagazo
de naranja. Otros estudios han evaluado la viabilidad de desarrollar un producto con
caracteristicas funcionales a partir de cortezas de naranja, por incorporacion de vitamina Dy E,
utilizando la ingenieria de matrices a través de la técnica de impregnacién a vacio (Restrepo et
al., 2011).

Por otra parte, en el caso del residuo del platano, ademds de la obtencién de bioetanol a
partir del bagazo de éste, tiene otras aplicaciones de interés como son la produccion de lacasa
utilizando Pleurotusostreatus sobre cascaras de platano (Manjarrés et al.,, 2010) y la
elaboracion de papel y cartén.

También es necesario resaltar la utilizacion de subproductos en la alimentacién animal
(Cerisuelo y Piquer, 2009).

4.A.2. Posibilidad de aplicacion de la impregnacion a vacio para mejorar la hidrolisis
enzimatica de biomasa residual.

Una posibilidad de mejorar la hidroélisis enzimatica de la biomasa residual es asegurar una
distribucidn homogénea del enzima en el residuo y en consecuencia, un mayor acceso al
sustrato sobre el que actua. Realmente, el factor que limita el hecho de conseguir un buen
rendimiento de la hidrdlisis enzimatica, es la accesibilidad de los enzimas a las cadenas de
celulosa y esto esta intimamente relacionado con la estructura fisica del sustrato. Por lo tanto,
la naturaleza de la materia prima juega un papel importante en la determinacién de la
cantidad de proteina necesaria para conseguir un buen rendimiento de la hidrélisis (Arantes y
Saddler, 2011).

Asi pues, para obtener una hidrdlisis eficaz y que se dé la accesibilidad enzima-sustrato
hay que tener en cuenta factores tales como: area superficial disponible (porosidad, topologia,
tamanfio de particula, volumen de poro, grado de polimerizacion, etc.), la velocidad y el tiempo
de la reaccién de hidrélisis enzimatica. Esto se explica teniendo en cuenta que la hidrdlisis
enzimatica de la celulosa es un fendmeno dominado por la superficie y el contacto directo
entre enzima-sustrato. Se ha comprobado, que el area de superficie interna de la celulosa es
mucho mas grande que el area superficial externa (Chang et al., 1981). Por lo tanto, parece
légico pensar que la estructura porosa de celulosa tiene una influencia importante en la
difusion de los enzimas en la red de celulosa (Arantes y Saddler, 2011).
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Al estudiar el factor velocidad-tiempo se podria decir que si se deja hidrolizando el residuo
un tiempo ilimitado se consigue hidrolizar un 80% aproximadamente, es decir, se requieren
tiempos de hidrélisis largos para lograr una conversion casi completa de la celulosa. Pero dado
que la rapidez a nivel industrial es un factor importante, si se mejorase la accesibilidad del
enzima al residuo, se conseguiria un mejor tiempo de hidrélisis. Se ha demostrado que existe
una correlacién lineal entre la velocidad de hidrdlisis y el tamafio de poro y que tiempos largos
de hidrélisis afiaden unos costes significativos a esta etapa y por consiguiente, a la conversion
a bioetanol (Arantes y Saddler, 2011).

Por lo tanto, tanto la topologia como la porosidad determinan la celulosa disponible, lo
cual es un factor importante que puede desempefar un papel clave en la limitacidon de la
cantidad de proteina que puede penetrar en los poros de la celulosa. Si se modifica la
estructura fisica del residuo quedando mds expuesta a la unién enzima-sustrato, se podria
mejorar la hidrdlisis. Si se da el caso de que haya una parte expuesta, pero los enzimas no
puedan acceder al sustrato, la aplicacion de la técnica de impregnacién a vacio permitiria
incorporar los enzimas mediante un gradiente de presiones (Arantes y Saddler, 2011). Asi
pues, se cree que la IV podria conseguir mejorar la accesibilidad enzima-sustrato, puesto que
permitiria introducir en los canales porosos un medio liquido que contuviese el enzima en una
concentracidn adecuada.

La tecnologia de impregnacidon a vacio podria utilizarse para incorporar enzimas en
matrices de alimentos sélidos porosos que contienen aire ocluido, tales como tejidos de frutas
y hortalizas (Guillemin et al., 2006). La impregnacion a vacio ha sido utilizada en multiples
aplicaciones alimentarias: para sazonar o marinar carnes y pescados, utilizacion de residuos de
la industria de jugos de naranja como fuente de fibra dietética en la elaboracién de alimentos,
la obtencidn de un snack con efecto probiético a partir de manzana por impregnacién a vacio,
etc. Sin embargo, su utilizacién para la incorporacién de enzimas que faciliten procesos
qguimicos es todavia muy reducida. En este sentido, se han realizado estudios para mejorar la
textura de cubos de manzana mediante la incorporacién del enzima pectinmetilesterasa a la
matriz celular con una disolucién de calcio, o bien con una disolucién de cloruro de sodio y/o
alginato de sodio (Guillemin et al., 2006; Guillemin et al., 2008; Carciofi et al., 2012).

El enzima pectinmetilesterasa cataliza la hidrélisis de los grupos metilo esterificados de la
pectina, un constituyente principal de las paredes celulares de la planta. Su accién libera acido
carboxilico que podria reaccionar con el calcio. Esta quelacién de calcio por las funciones de
acido carboxilico libres de moléculas de pectina, permitiria reforzar la estructura de la pared
celular aumentando asi la firmeza de las frutas. En los estudios citados, se comprobd que la
operacion de IV mejoraba la penetracion del enzima en los cubos de manzana. En particular, la
penetracion exégena de pectinmetilesterasa en los cubos de manzana después de 15 mino 1 h
de remojo se limita a la zona superficial, mientras que pectinmetilesterasa penetra hasta la
zona nucleo de los cubos de manzana después de la impregnacion a vacio.
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4.B. ESTUDIO DE LA IMPREGNACION A VACIO COMO POSIBILIDAD DE MEJORA DE LA
HIDROLISIS ENZIMATICA DE RESIDUOS INDUSTRIALES DE FRUTAS Y HORTALIZAS.

4.B.1. Caracterizacion fisicoquimica de los residuos.

En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacidn fisicoquimica
correspondientes a la densidad aparente (p,,), actividad del agua (a,), humedad (x,,) y solidos
solubles totales (SST) de los diferentes residuos. En dicha tabla se observa como el platano es
el residuo con mayor densidad aparente, seguido de la naranja y de alcachofa que presentan
valores muy similares, sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos. En lo
referente a la actividad del agua, destacar en primer lugar que los valores obtenidos para los
residuos troceados y triturados son estadisticamente diferentes, lo cual evidencia que el
cambio provocado en la estructura debido al triturado supone una diferencia en la
disponibilidad del agua presente en cada matriz. En el caso del residuo troceado el mayor valor
corresponde a los residuos de haba y platano, seguidos de los residuos de alcachofa y de
naranja. Sin embargo, en el caso del residuo triturado, la alcachofa se encontraria en primer
lugar, seguido del residuo de platano, haba vy, por ultimo, el bagazo de naranja.

Los valores obtenidos en el presente estudio con respecto a la a,, los °Brix y la humedad
del bagazo de naranja resultan ligeramente similares a los obtenidos por otros autores
(Restrepo et al., 2012). No se dispone de valores bibliograficos de a,, y °Brix del resto de
residuos con los que comparar los datos obtenidos en este trabajo.

Con respecto a la humedad, la corteza de alcachofa y la cascara de platano fueron los
residuos que obtuvieron mayor valor sin diferencias significativas entre ellos, siendo el valor de
la alcachofa muy similar al fijado por otros autores (Machado et al., 2015). Por el contrario, la
naranja resulto ser el residuo de menor humedad. Por ultimo, el platano fue el residuo que
mayor contenido presentd en solidos solubles (SST).

Tabla 4.Caracterizacion fisicoquimica de los diferentes residuos. Media + desviacion estandar de tres

.. a,b,c... . . . . . . sy
repeticiones. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas con un nivel de confianza del 95%.

Pap (g/cmg) a,, troceado a, triturado Xuw SST (°Brix)
Naranja 0,72 +0,04° 0,976 + 0,002° 0,9802 + 0,0004° 0,76 +0,02° 4,15 +0,13°
Platano 0,96 +0,03° | 0,9877 +0,0006° | 0,9918 + 0,0003>° 0,82 +0,03° 5,59 +0,11°
Alcachofa | 0,76 +0,03° 0,984 +0,001° 0,9925 + 0,0006° 0,83 +0,02° 3,8+ 0,2°
Haba - 0,9897 +0,0005° | 0,9917 +0,0004° - -

4.B.2. Mecanismo hidrodinamico (HDM) y capacidad de impregnacion.

En lo referente a la respuesta al mecanismo hidrodindmico (HDM) de los diferentes
residuos troceados, los parametros resultado del analisis son: fraccidon volumétrica de liquido
incorporado al final del proceso por unidad de volumen de muestra [X] (m® de liquido
incorporado/m? de muestra), fracciéon volumétrica de liquido incorporado al final de la etapa
de vacio [X;] y porosidad efectiva [E] (Martinez et al., 1998), los valores de los cuales se
detallan a continuacion (tabla 5).
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Tal y como se ve en la tabla, los pardmetros de impregnacién quedan mas determinados
por el tipo de residuo (p-valor< 0,05) que por el hecho de incorporar enzimas al liquido de
impregnacién. Unicamente se encuentran diferencias estadisticamente significativas en
determinados casos, como son la corteza de naranja con respecto al pardmetro X y la
alcachofa con respecto a la porosidad.

Se tendrd en cuenta, que valores positivos de X o X; reflejan una entrada de liquido a los
residuos, mientras que valores negativos indicaran una salida de liquido nativo. Asi pues, en la
tabla 5 queda reflejado que en todos los casos se obtienen valores positivos para el parametro
X, lo que indica una entrada de liquido de impregnacién en la estructura porosa del residuo
considerado. Este pardmetro es el de mayor interés a la hora de evaluar la posibilidad de
incluir enzimas hidroliticos al interior de la estructura de los residuos. Por otro lado, para el
pardmetro X;, solamente se produce una entrada de liquido en el caso de la naranja, mientras
que para el resto de residuos (platano, alcachofa, haba) se produce una salida de liquido
nativo. Dado que para todos los residuos los valores de X; estdn muy préximos a cero, esto
refleja que no ha habido practicamente intercambio de masa en la primera etapa de la
operacion, Unicamente ha habido salida de gas.

En conclusion, el residuo de naranja es el que mayor capacidad de impregnacion presenta.
Ademas es el Unico residuo en el que la presencia de la enzima provoca diferencias
significativas en el valor de X. Este hecho Unicamente puede explicarse asumiendo que las
caracteristicas de los polisacaridos presentes en este residuo permiten a las enzimas actuar
durante el proceso de impregnacidon modificando las caracteristicas estructurales del tejido y
en consecuencia del liquido introducido durante la impregnacién del mismo. Para todos los
demas residuos la presencia de la enzima no modifica la capacidad de impregnacion
obteniéndose valores en torno al 20%.

El valor de porosidad (€) refleja la fraccidon volumétrica de poros que han sido utilizados en
el proceso para incluir liquido en su interior, obteniéndose resultados coherentes con los
valores de X.

Tabla 5.Resultados de los pardmetros correspondientes al mecanismo hidrodinamico para los residuos

. .. , .. b,c... . .
troceados. Media *+ desviacion estandar de tres repeticiones. *”““Letras diferentes en una misma
columna indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%.

Tipo de residuo .Dlsolucmn. lde X X1 €
impregnacion
Manitol 0,5481 +0,0014° | 0,0011 + 0,0006° 0,468 + 0,019°
Naranja
Manitol + enzimas 0,36 + 0,02" 0,0008 + 0,0006° 0,27 + 0,06*°
Manitol 0,14 +0,05° -0,013 + 0,006™"° 0,37 +0,13°
Platano . . .
Manitol + enzimas 0,20 + 0,05 -0,010 + 0,002 0,35+0,17
Manitol 0,14 + 0,05° -0,04 +0,01° -0,3+0,6°
Alcachofa S S 5
Manitol + enzimas 0,19+0,18 -0,04 £ 0,03 0,30+0,03
Manitol 0,25 + 0,02°° -0,032 +0,005™° | 0,3320+0,0011°
Haba
Manitol + enzimas 0,20 + 0,07*° -0,027 + 0,008™"* 0,44 +0,17°

*En todos los casos las disoluciones se formularon de forma que fuesen isotdnicas con el residuo que se
impregnaba.
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La valoracidn de los parametros caracteristicos de impregnacién, requiere del registro del peso
de la muestra del residuo en diferentes momentos del proceso de impregnacién a vacio. Las
caracteristicas de las muestras del residuo triturado hacen imposible hacer este seguimiento,
por lo que se calculé de forma aproximada la cantidad de liquido incorporado en el proceso a
partir de la diferencia de peso entre el instante inicial y el instante final. Esta diferencia de
peso, referida al peso inicial y expresada en porcentaje, la hemos denominado porcentaje de
ganancia (%G), y los valores se muestran en la figura 3.

B Hipotdnica H Isotdnica manitol Isotdnica fructosa
140 - b
120 -+ b

Ho
[}

100 -+
80 -+
60

40 - a 2 a a

Porcentaje de ganancia (%G)

20 +

NARANJA PLATANO ALCACHOFA HABA

Tipo de residuo

Figura 3. Porcentaje de ganancia (%G) de cada uno de los liquidos de impregnacion, para
los residuos triturados. *”“"Letras diferentes para un mismo producto indican diferencias
estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%.

Una de las principales caracteristicas de la corteza de naranja es su elevada porosidad, tal y
como se aprecia en la tabla anterior (tabla 5), donde se refleja que el residuo troceado de
naranja presenta el mayor valor de porosidad. Esta es la razon por la que fue una de las frutas
que presentd una mayor ganancia de disolucién durante el pulso de vacio (figura 3). El otro
producto que consiguid un %G significativamente alto fue la alcachofa; no obstante, este
resultado no concuerda con la respuesta a la IV del residuo de alcachofa troceado. Esto podria
sugerir que el hecho de triturar este residuo mejorase sus caracteristicas con respecto a la
operacion de IV, aumentando significativamente la porosidad por dejar expuestas areas que
hacen mas accesibles los canales porosos del tejido.

Con respecto al efecto de la disolucidn de impregnacién, se ha de tener en cuenta que la
utilizacion de una disolucién hipotdnica pone en marcha la actuacién de mecanismos
osmoticos y en consecuencia la aparicion de un flujo de agua desde la disolucion de
impregnacion hacia el interior de las células de los residuos. Este flujo en combinacién con la
incorporacién de liquido provocada por el mecanismo hidrodinamico después de la etapa de
vacio, deberian provocar mayores valores de %G en todos los residuos. Sin embargo en el
residuo de alcachofa se observa el efecto contrario, la heterogeneidad del tejido unida a las
diferencias de triturado que esta puede provocar podrian explicar este hecho.

Para el caso de las dos disoluciones isoténicas utilizadas, Unicamente se observan
diferencias estadisticamente significativas para el caso de la naranja. Un efecto diferente de
alguno de los solutos considerados, manitol o fructosa, sobre las caracteristicas estructurales

18



Resultados y discusidn

del tejido de naranja podria explicar estas diferencias. Sin embargo, no se ha encontrado
ningun estudio que explicara este efecto.

Con el fin de valorar de una manera mas precisa la influencia de trocear o triturar el
residuo por lo que respecta a la IV, el %G se calculé también para los residuos troceados, de
modo que en la figura 4, se comparan los resultados obtenidos para los residuos troceados y
triturados empleando una disolucion isoténica de manitol. Se observa que al utilizar esta
disolucién, los resultados de impregnacién no son tan buenos para el residuo troceado como
para el triturado, lo que podria explicarse con el hecho de que el triturado dejaria expuesta
una mayor area superficial a través de la cual el liquido de impregnacidn tendria mayor acceso
a los canales porosos. Las diferencias son especialmente destacables para los casos del bagazo
de naranja y alcachofa.

140 - M Isotdnica manitol (troceado) Isotdnica manitol (triturado)

120 I

100 +
80 -

60 -

20 A

Porcentaje de ganancia (%G)

NARANJA PLATANO ALCACHOFA HABA
Tipo de residuo

Figura 4. Porcentaje de ganancia (%G) de cada uno de los liquidos de impregnacion, para
los residuos troceados y triturados. Diferencias estadisticamente significativas (p-
valor<0,05) para el factor troceado/triturado.

4.B.3. Caracterizacion del residuo hidrolizado enzimaticamente.

Se sometid a los residuos a una hidrdlisis enzimatica con diferentes disoluciones
(hipotdnica, isotdnica con manitol e isotdénica con fructosa) durante un tiempo de 24h a una
temperatura de 50°C. Se midieron los grados Brix para cada uno de los residuos y disoluciones
tanto antes del tratamiento enzimatico como después del mismo.

A continuacién en las figuras 5, 6 y 7 se detallan los resultados de °Brix para todos los
tratamientos y residuos.

Inicialmente, para el residuo de la naranja se obtuvieron los resultados correspondientes a
las disoluciones hipotdnica e isotdnicas con manitol, puesto que se habia decidido el uso de
este soluto al no ser uno de los productos de hidrdlisis y, en principio, no interferir en la
actividad enzimdtica. No obstante, los resultados obtenidos para el residuo de la naranja,
indicaron una influencia significativa de la presencia de manitol en la efectividad del
tratamiento enzimatico, lo que llevd a plantear la utilizacién de otro soluto, en este caso, la
fructosa, para obtener la isotonicidad deseada. Por este motivo, los resultados
correspondientes a la disolucién isotdnica con fructosa, para el caso exclusivo del residuo de
naranja, se corresponden con un lote distinto al del resto de ensayos.
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Al analizar el incremento de los grados Brix después de la hidrdlisis enzimatica del bagazo
de naranja para cada una de las disoluciones de impregnacién y tratamientos (figura 5), se
observa que en principio la operaciéon de impregnacién a vacio no parece mejorar la hidrélisis
enzimatica sobre todo cuando la disolucién es isotdénica con manitol.

La hipétesis inicial planteada era que el usar un medio hipotdnico, podria suponer un
mayor contacto del enzima con el sustrato, debido a mayores roturas de la matriz, puesto que
ademas del mecanismo hidrodinamico estaria actuando otra fuerza impulsora como es el
gradiente de actividad del agua que en principio provocaria una entrada de agua al tejido vy,
como resultado, una mayor rotura celular. Sin embargo, solamente se observa una ligera
mejoria en la hidrélisis enzimdtica por el hecho de usar una disoluciéon hipoténica con
impregnacién a vacio. El incremento de SST obtenido en este caso (hipotdnica IV/sin IV) es
inferior al del resto (tanto isoténica con manitol como isotdnica con fructosa).

Lo que si se aprecia de forma clara, es una mejora significativa por el hecho de afadir
manitol al medio. La explicacién de esto podria deberse al hecho de que el manitol es un
soluto que también se emplea para estabilizar enzimas en entornos acuosos (lyer vy
Ananthanarayan, 2008). Se reporta que su efecto protector podria deberse a factores tales
como, la longitud de las cadenas de carbono, su posicién del radical hidroxilo, el refuerzo de
los puentes de hidrégeno, etc., aunque también se habla de lo que es el concepto de actividad
del agua/osmolaridad en cuyo caso se esperaria que la fructosa ejerciese un efecto similar
(Larreta-Garde et al., 2006). No obstante, los resultados obtenidos no apoyan esta ultima
hipétesis por lo que seria algln otro factor el responsable de las diferencias obtenidas.

Al incorporar los resultados de la disolucidn isotdnica con fructosa al andlisis, podemos ver
que la fructosa no ejerce el efecto positivo del manitol, aunque en este caso si podriamos
afirmar, con significancia estadistica, que la impregnacién a vacio provoca una mejora de la
hidrélisis enzimatica. No obstante, cabe recordar que el lote empleado es distinto, por lo que
las comparaciones con el resto de tratamientos deben realizarse con reservas.

d
c,d
5_
4 b,c
b
3_
2_
1 4 a a
0-j T T T T T

Hipotdnica Hipotdnica Isotdnica Isotdnica Isotdnica Isotdnica
v sin IV man. IV man.sinlV  fru. IV fru.SinIV

SST (° Brix)

Disolucion de impregnacién/Tratamiento

Figura 5. Incremento de los grados Brix después de la hidrdlisis enzimdtica del residuo de
naranja para cada una de las disoluciones de impregnacién y tratamientos. abC-| etras
diferentes para un mismo producto indican diferencias estadisticamente significativas con
un nivel de confianza del 95%.
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En el caso del platano (figura 6), no se observa una mejoria de la impregnacién a vacio por
el hecho de utilizar manitol, a diferencia de la naranja donde ocurre justo lo contrario. En este
caso lo que si que se observa es un mejor resultado para el caso de emplear disoluciones
hipoténicas (p-valor< 0,05), y también por el hecho de emplear la IV.
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Disolucién de impregnaciéon/Tratamiento

Figura 6.Incremento de los grados Brix después de la hidrélisis enzimética del residuo de
pldtano para cada una de las disoluciones de impregnacién y tratamientos. 2PC-| etras
diferentes para un mismo producto indican diferencias estadisticamente significativas con

un nivel de confianza del 95%.

Y por ultimo, en el caso de la alcachofa (figura 7) se observa una tendencia clara a mejorar
la hidrdlisis enzimatica cuando se emplea la impregnacion a vacio, para todos los tratamientos:
hipotdnica, isotdnica manitol e isotdnica fructosa. Si hay que resaltar algun valor, la disolucién
hipoténica vuelve a dar mejores resultados que la isotdnica, como en el caso del platano,

segln la hipdtesis inicial.

1,2 4
b
08 a,b
.E a,b a,b
=]
o a
[ a a
& ) ' [
0,0 = T T T T T

Hipotdnica Hipotdnica Isoténica Isotdnica Isotdnica Isotdnica
\Y sin IV man. IV man.sinlV  fru. IV fru.SinIV

Disolucion de impregnaciéon/Tratamiento

Figura 7.Incremento de los grados Brix después de la hidrdlisis enzimatica del residuo de
alcachofa para cada una de las disoluciones de impregnacién y tratamientos. " ““Letras
diferentes para un mismo producto indican diferencias estadisticamente significativas con

un nivel de confianza del 95%.
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El analisis estadistico delos resultados de hidrdlisis enzimatica, aplicado sobre los
resultados de grados Brix, a través de la realizacion de un ANOVA multifactorial de orden de
interaccion maxima 2, concluye que tanto el tipo de residuo, como el hecho de impregnar o no
y el tipo de soluto utilizado son estadisticamente significativos (p-valor < 0,05). Por lo tanto, se
podria afirmar que la IV produce una mejora estadisticamente significativa de la etapa de
hidrodlisis enzimatica, para el caso de los residuos estudiados.

4.B.4. Determinacion del perfil de azucares en el residuo hidrolizado por cromatografia de
intercambio idnico.

Tal y como se indica en el apartado de material y métodos, los azlcares liberados durante
la hidrdlisis enzimatica se determinaron por cromatografia de intercambio idnico.

En la figura 8 se muestra uno de los cromatogramas correspondientes al mix de patrones
empleado para la identificacién de azlcares, en concreto: glucosa, fructosa y sacarosa, y el
alcohol de azucar manitol.
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Figura 8. Cromatograma correspondiente al mix de patrones glucosa, fructosa, sacarosa y
manitol (Concentracién = 10 ppm).

En la figura 9 se muestra el cromatograma perteneciente a una de las muestras donde se
confirma que los azlcares se obtienen aproximadamente en el mismo tiempo de retencién
que el que se observa en el cromatograma correspondiente a los patrones (figura 8). Tal y
como puede observarse en esta figura, en algunas muestras hubo presencia de otros
compuestos, azlcares o alcoholes de azucar, que no han sido objeto de estudio en este
trabajo, por lo que no se identificaron ni cuantificaron. En esta figura y por el siguiente orden,
se identifican los picos correspondientes a los compuestos: glucosa, fructosa y sacarosa.
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Figura 9. Cromatograma correspondiente a la fase liquida separada del residuo hidrolizado de
naranja (dilucién 1:2000)

A continuacidn, se presentan los resultados correspondientes a la concentracién (mg/mL)
de glucosa, fructosa, sacarosa y manitol en la fase liquida separada del residuo hidrolizado,
para cada una de las disoluciones empleadas y correspondientes a cada uno de los residuos
objeto de estudio. Los resultados se recogen en las figuras 10, 11 y 12. Para cada tipo de
residuo, es conveniente analizar los resultados correspondientes a cada una de las
disoluciones empleadas por pares, es decir, comparando los casos en los que hay IV con los
que no existe IV.

En todos los casos se observa que en la columna correspondiente a los resultados de
utilizar una disoluciéon isoténica manitol (con IV/sin IV) aparece el manitol, que habia sido
incorporado para asegurar la isotonicidad de la disolucién de impregnacién, no
correspondiendo en este caso a un soluto resultado de la hidrdlisis enzimatica. Para el caso de
la isotdnica fructosa (con IV/sin IV), ademas de la fructosa incorporada inicialmente también
aparece el incremento de fructosa que se ha producido durante la hidrdlisis.

Parece ser, a tenor de los resultados obtenidos, que la sensibilidad de la técnica resulta
menor a la esperada inicialmente, ya que la desviacidon de los resultados en algunos casos
resulta bastante notable, ademas de que la concentracidon obtenida para el caso del manitol
deberia ser similar en ambos casos, para cada producto, y no resulta de ese modo.

Los resultados obtenidos sugieren que la IV produce un aumento de los azucares
fermentables obtenidos tras la hidrdlisis enzimatica posterior. Al realizar un analisis de
varianza (ANOVA) multifactorial similar al realizado anteriormente sobre los SST (° Brix), pero
en este caso sobre los azlcares simples glucosa, fructosa y sacarosa, se observa cierta
tendencia a que la IV mejora el resultado de la hidrdlisis enzimdtica, aunque los resultados
resultan estadisticamente significativos exclusivamente para los casos alcachofa-fructosa y
platano-glucosa.
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Figura 10. Concentraciones (mg/mL) de sacarosa, glucosa, fructosa y manitol en la fase liquida

separada del residuo hidrolizado, para cada una de las disoluciones empleadas, en el caso de la
naranja.
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Figura 11. Concentraciones (mg/mL) de sacarosa, glucosa, fructosa y manitol en la fase liquida

separada del residuo hidrolizado, para cada una de las disoluciones empleadas, en el caso del
platano.
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Figura 12. Concentraciones (mg/mL) de sacarosa, glucosa, fructosa y manitol en la fase liquida

separada del residuo hidrolizado, para cada una de las disoluciones empleadas, en el caso de la
alcachofa.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la valoracidon de la capacidad de impregnacién permiten
concluir que, tanto la procedencia del residuo como el tratamiento de desestructuracion que
se le aplica (troceado/triturado), condicionaran en gran medida el efecto de la impregnacion a
vacio, obteniéndose impregnaciones mas altas en los residuos triturados. Con respecto a la
conveniencia de favorecer la rotura celular y en consecuencia el proceso de hidrdlisis,
mediante la impregnacion con disoluciones hipoténicas, los resultados resultan positivos en
todos los residuos excepto en los de naranja. Una composicién diferente de este residuo
permitiria explicar estas diferencias.

Los resultados obtenidos en la etapa posterior de hidrolisis enzimatica, revelan que, en
general, la impregnacion de los residuos mejora los resultados de la hidrdlisis, teniendo en
cuenta el incremento de sélidos solubles totales. Unicamente en el caso de los residuos de
naranja, el empleo de una disolucién que incluye manitol proporciona mejores resultados en
los residuos sin impregnar. Por otra parte, los resultados de cromatografia idnica confirman la
tendencia de que la impregnacién a vacio mejora el resultado de la hidrdlisis enzimatica
posterior, aunque los resultados son estadisticamente significativos exclusivamente para los
casos alcachofa-fructosa y platano-glucosa. No obstante, aunque se ha constatado cierta
mejoria del resultado de hidrélisis, de momento no se puede afirmar que el coste de la
operacién de IV utilizado como pretratamiento estaria justificado.

En definitiva como conclusion general del presente trabajo, se podria afirmar que la
optimizacion de la operacidn de IV aplicada previamente a la etapa de hidrélisis enzimatica de
determinados residuos agroindustriales podria suponer un aumento de la hidrélisis de la
celulosa, lo que se traduciria en mejores rendimientos de produccién de bioetanol.
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