\\\\“\\S\N NACIONAL AUTONOMA
—

= aﬁg’%
0
>R

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

h"""-n>l’ll 1 Aoy

APROVECHAMIENTO DE LA
CASCARA DE COCO EN LA
OBTENCION DE PRODUCTOS
DE ALTO VALOR AGREGADO

TESIS
PARA OBTENER EL TiTULO DE
INGENIERA QUIMICA

PRESENTA
JESSICA VALERIA CRUZ AGUIRRE

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX ANO 2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE : Profesor : Eduardo Barzana Garcia

VOCAL: Profesor : Oscar Hernandez Meléndez

SECRETARIO: Profesor: José Agustin Garcia Reynoso

1er. SUPLENTE: Profesora: Carmina Montiel Pacheco

2do. SUPLENTE: Profesor: Rubén Pelaez Zapata

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA

LABORATORIO DE INGENIERIA QUIMICA

ASESOR DEL TEMA :

OSCAR HERNANDEZ MELENDEZ

SUSTENTANTE :

JESSICA VALERIA CRUZ AGUIRRE



indice

2T (1= 1

ANLECEAENLES ...ocvverrirerrnssssmssssisssess s 2
El mercado de la palma de coco en MEXiCO ....cconunrerermeenrerreersrnsenseesesnnens 3
El residuo del fruto del cocotero: una nueva oportunidad ................ 6
Pretratamientos para biomasa lignoceluldsica.......cooueneneerreernecrnennn. 10
Sacarificacion eNZIMATICA ... ssseesess

L0 1 44 01,
ODbjJetiVo GENETAL...cuieeeeerrerereeeereer e sees s senens
ODbjetivos PArtiCULATES ..ot seesssssennns

HIPOESIS e

Materiales y metodologia ...
Caracterizacion del coctel enzimatico.......ccoeuveerneee
Pretratamiento general de la cadscara de coco
Caracterizacion de la cdscara de COCO. ....orremernseensersserseneseeseessennns 26
Manejo de los materiales pretratados en el reactor ... 30
Caracterizacion de los productos crudos y pretradados .................. 32
Hidrolisis eNZimMAtiCa ..ot ssssessse s ssssseasssns 33

Resultados y analiSis.....nssssssssssssssssssssssssess 34
Caracterizacidn de 1a eNZimMa ..o ssesssssess 34
Pretratamiento y caracterizacidn general del material.........cc.cco...... 37
Pretratamiento general en un reactor termo-mecano-quimico y
posterior filtracion con Malla. ... 43

Hidrélisis enzimatica del material sin tratamiento -
Hidrélisis enzimatica de los materiales pretratados, neutrallzados
y filtrados con malla

Analisis DRX de materia prima y las muestras tratadas. .......cc.ceee.. 54
CONCIUSIONES ...cucirerercmsmssmsssssss e 60
RecoOmMEeNdaCIONES ......ccvmmvmsmnmimsmsmsisnssms s 62
ANEXO A —————————————————————— 63
ANEXO0 B ———————— 65
Bibliografia.......coonnimnmn——————— 67

Indice de figuras

Figura 1. Cadena de produccion del coco en México (SAGARPA,

110 4
Figura 2. Partes del coco (Abaunza Erikay cols., 2004). .....ccccccceeeene. 7
Figura 3. Composicion general de la biomasa lignocelulésica............ 8
(modificado de Gosselink y cols., 201 2)...imrncnnerremneerserseessesenns 8

Figura 4. Método de Bradford, ensayo de 5 mL (Bradford, 1976). 22



Figura 5. Método de determinacidn de la actividad de las celulasas

mediante papel Whatman NO 1. ... 23
Figura 7. Método de determinacién de la actividad de xilanolitica
(tomado de Bailey y cols., 1992) ....coornrnrrseensrsssssessssssssesssesssssssenens 25
Figura 8. Método Van Soest modificado (Adaptado de Pimentel,
20T13) 1 corereerrseers s R 28
Figura 9. Método experimental de la hidroélisis enzimatica. ............. 33
COCLE] ENZIMATICO oottt ss bbb sneas 35
Figura 10. Tipos de material después del tamizado. A. Polvo B.
Fibra corta C. Material MiXEo. ...ceneneneenenesernesssessessssssesssessessesssens 38
Figura 11. Porcentaje del peso total obtenido para cada tipo de
IMALETTAL 1ottt s bbb nse b 38

Figura 12. Composicion proximal de la fraccion polvo. (CS:
compuestos solubles, HC: hemicelulosa, Cel.; celulosa, Min:

100 10T o 1 (1) P 40
Figura 13. Composicién proximal de la fraccién mixto. (CS:
compuestos solubles, HC: hemicelulosa, cel; celulosa, Min:
IMINETALES ). civueeeruereesrereer s s s b s ssn e 40
Figura 14. Composicion proximal de la fraccién Fibra. (CS:
compuestos solubles, HC: hemicelulosa, cel; celulosa, Min:

100 10T o 1 (1) P 41
Figura 15. Densidad de los materiales después de la molienda......43
Figura 16. Porcentaje de minerales en funcién de la temperatura
del pretratamiento al emplear una disolucion de hidréxido de sodio
2.5%0 M /MLt it 44
Figura 17. Porcentaje de compuestos organicos solubles en funcion
de la temperatura para el pretratamiento a concentracién
constante (NaOH 2.5% M /M).). ccornmmmenersssersessssssssssssssssssssssesas 45
Figura 18. Porcentaje de compuestos organicos solubles en funcién
de la concentracion de hidréxido de sodio para el pretratamiento a

temperatura constante (90°C).. crmmrernsesseensrssesssesssesssssessssssssssssessees 46
Figura 19. Porcentaje de azucares generados en la sacarificaciéon
enzimatica del material sin pretratamiento fisicoquimico................ 47

Figura 20. Porcentaje de conversién a aztcares reductores en
funcién de la concentracion del hidréxido de sodio en el
pretratamiento a temperatura constante (90°C). ....ccooreerneerreeseereens 49
Figura 21.Porcentaje de conversion a azdcares reductores en
funciéon de la temperatura del pretratamiento a concentracién
constante de NaOH (2.5% M/M)..ormnmmemmmeessssssssssesssssssss 51
Figura 22. Porcentaje de conversién a glucosa en funcién de la
temperatura del pretratamiento a concentraciéon constante (NaOH

2.5% M /M. ¢ o 52
Figura 23. Porcentaje de conversién a glucosa en funcién de la

concentracion de la base a temperatura constante (90°C).............. 53
Figura 24. Difractograma de materias primas nativas. ... 55



Figura 25. Difractograma de fibra bajo las condiciones de
pretratamiento con sosa 3.25% a una temperatura de 50°C (color
10j0) ¥ 90°C (COIOT VEIrdEe). coceueeeeeirereesseersersesssessssssssssssssssessesssssssessssssaens 57
Figura 26. Difractograma de rayos X para el material mixto bajo la
condiciones de pretratamiento con sosa 1.25%( color rojo) y 3.25%
(color verde) a una temperatura de 50°C. ....cooomnernennmerseseeseesseenseenees 59
Figura 27. Difractograma de rayos X para el material “polvo” bajo
las condiciones de pretratamiento con sosa 1.25% (color rojo) y
3.25%( color verde) a una temperatura de 50°C.....cccccomuereneererneernnens 60
Figura 28. Curva de calibracion de glucosa para tratamientos con
DNS para prueba FPU ( Filter Papee Unit) y pruebas para actividad

ENAUGIOCANASA. coeurrvreerreesresreseessesses s bbb s sneas 63
Figura 29. Curva de calibracion de proteina para método de
Dradford ... es 64
Figura 30. Curva de calibracion de xilanasa para el método de
medicion de actividad de enzimas XilanolitiCas ........ceneenmeesseennees 64

Indice de tablas

Tabla 1. Composicién del coco (Abaunza Erika y cols., 2004). ........... 7
Tabla 2. Concentraciones de las soluciones de enzima utilizadas.21
Tabla 3. Condiciones de trabajo para el pretratamiento en el

reactor termo-mecano-qUIMICO. ... reseesssessrsseesssessssseesssssssssssssnees 31
Tabla 4. Cantidad de azucares reductores y proteina presentes en el
[ofoYor =Y <Y 011 0 =Y (o J000 TP 35
Tabla 5. Actividad celulolitica para el coctel NS-22192........ccovvenennne 36
Tabla 6. Actividad endoglucanolitica para el coctel NS-22192.......36
Tabla 7. Actividad de xilanasas en el coctel NS-22192.......ccoveenennee 37
Tabla 9. Resultados generales de caracterizacion........oeneeeneenns 65
Tabla 10. Resultados generales de la hidrolisis enzimatica.............. 66






Resumen

El problema actual y creciente del uso parcial de nuestros
recursos ha mermado nuestra economia y nos obliga como
ciudadanos a buscar alternativas para obtener el mayor
provecho de los mismos. Uno de los grandes cultivos en
México es la palma de coco, ya que se siembra 0.25% de la
produccion mundial. Sin embargo, por la baja en el precio de
la copra (mercado principal del coco) se han descuidado estos

cultivos.

La literatura cientifica generada en México en los ultimos afnos
y el banco de tesis de la UNAM no cuentan con registros de
usos modernos para la cascara de coco en la industria
alimentaria, y su venta directa no es un mercado llamativo

para reanimar la inversioén en la palma de coco.

Es importante el desarrollo de nuevas técnicas biotecnoldgicas
sustentables para obtener productos con valor agregado a
partir de la cascara de coco. Un ejemplo puede ser la
produccion de etanol carburante, como reportaron Ferreira-

Leitao y cols., 2010.

Asi, la presente tesis muestra los resultados de la
caracterizacion de la cascara de coco y de la hidrdlisis

enzimatica posterior a tres diferentes tratamientos



fisicoquimicos. Para ello, se determind la cantidad de
compuestos solubles, hemicelulosa, lignina, celulosa,
minerales, humedad, cantidad de azucares reductores y

glucosa presente en cada muestra.

De los ensayos realizados modificando variables como
temperatura, concentracion de la base y/o compuestos
solubles, se establecieron condiciones experimentales 6ptimas
que permiten liberar una mayor concentracion de azucares

reductores en comparacion con las materias primas crudas.

Antecedentes

A partir de la palma de coco se pueden elaborar mas de 100
productos, que van desde utensilios simples de uso local hasta
productos de valor agregado, como el agua de coco, que tuvo
un mercado de 400 millones de dolares en 2013 en los

Estados Unidos Americanos (Sanchez Teyer, 2016).

De acuerdo con la informacién que SAGARPA proporciona en
2012, México se colocé como el séptimo productor en el
mundo de este cultivo, ya que se produjeron poco mas de 165

mil toneladas, equivalentes al 0.25% de la produccién mundial.

Sin embargo, la situacién actual de las plantaciones de coco
no es muy favorable; su rentabilidad ha disminuido debido a la

baja inversion para enfrentar la enfermedad de la palma de



coco conocida como el amarillamiento letal, el envejecimiento
de las plantaciones y, por otro lado, los bajos precios de la

copra en el mercado nacional.

Derivado de ello, se requiere la aplicacién de la ciencia y la
tecnologia para estudiar los diversos eslabones de la cadena
productiva e incrementar la competitividad de las empresas
existentes. Esto puede lograrse a través de la apertura de
nuevas lineas de produccion con la materia prima ya

disponible.
El mercado de la palma de coco en México

De acuerdo con la informacion que SAGARPA en 2008
proporciono, los estados de Jalisco, Nayarit, Michoacan,
Oaxaca, Sinaloa y Yucatan son las entidades responsables de

mas del 90% de la produccion nacional del fruto de coco.

En nuestro pais la diversidad genética disponible comprende
tres ecotipos, que corresponden a los principales acervos
genéticos a nivel mundial: 1, 2 y 3. Un eco tipo enano con dos

linajes: francés (Costa de Marfil) e inglés (Jamaiquino).

Los eco tipos altos presentan diferente comportamiento ante
una de las problematicas mas grandes para la palma de coco:
el amarillamiento letal. El ecotipo 2 muestra mayor tolerancia,

y corresponde al que se muestra en laFigura 1, y por ello sera



el tipo de cocotero que se estudiara en la presente tesis (Plan

Rector Sistema Producto Nacional Palma de coco, 2012).

En México, el empleo principal de la palma de coco es su
fruto. Los productos obtenidos de éste se dividen como lo

muestra la Figura 1.

Aceite Industria
comestible jabonera
Copra
’ : Industria
Aceite industrial At
cosmética
. ;
Cleras E portagon de
aceite
Cascara Aglomerado
Coco Fertilizante
Consumo fresco/
Envasado
Agua
Vinagres
Carbon activado
Casco

Artesanias

Figura 1. Cadena de produccion del coco en México (SAGARPA, 2008).



Las aplicaciones del fruto de coco en la industria cosmética se
deben al alto contenido de acido laurico en la copra. Las
propiedades medicinales del fruto de coco también han sido
ampliamente estudiadas (Yong y  cols,, 2009).
Sorprendentemente el fruto de coco involucra a la industria
automotriz y a la del petréleo, pues el aceite de coco puede
ser usado como combustible en forma de biodiesel (Ma y
Hanna, 1999). En condiciones de temperatura alta puede
sustituirlo totalmente, y en sitios con temperatura inferior a los
25°C se le puede mezclar con diesel de petréleo para evitar

que se solidifique y dafe el motor.

Por otro lado, la fibra que se extrae de la cascara es muy
resistente, por lo que se emplea en la fabricacion industrial de
tejido de cuerdas y amarres para barcos, tapetes o hasta
cepillos (Artifibras, 2016).

En la agricultura, la cascara se aprovecha como abono en el
cultivo de hortalizas y es especialmente nutritiva para las
orquideas. La fibra que sobra después de su procesamiento,
asi como las hojas de la palma, pueden aprovecharse como
alimento para ganado en épocas de sequia (Ferreira-Leitao y
cols., 2010). En la industria quimica, la cascara dura o casco
también puede ser aprovechada para producir carbén activado
(Cobb y cols., 2012).



Recientemente se publicé un trabajo de investigaciéon original
en Brasil, en el cual se menciona que la cascara de coco se
compone principalmente de lignina y celulosa, con una
composicidon quimica muy similar a las maderas. En tal
comparaciéon, la cascara del coco puede emplearse como
fuente de compuestos fendlicos, en la produccion de extractos
utiles para el anejamiento artificial de bebidas alcohdlicas
(Rodrigues y Pinto, 2007).

Otra aplicacion reciente y escasa para este subproducto, es la
obtencion de un material del tipo compuesto parcialmente
biodegradable, adicionando a éste residuo una resina epdxica
(Sarki y cols., 2011).

El empleo comercial principal de la fibra de coco se ha visto
afectada por diferentes sustitutos sintéticos como el PET o el
propileno. En 1999 la fibra de coco tuvo un mercado de
4.3millonesde délares en los EUA, mientras que el del aceite

de coco fue de 253 millones de ddlares(Sanchez Feyer, 2016).

El residuo del fruto del cocotero: una nueva
oportunidad

El fruto del cocotero es una drupa menosperma, es decir, un
fruto carnoso que tiene una sola semilla encerrada en un
hueso duro. El coco se compone de 4 partes esenciales: agua,

copra, endocarpio y cascara en las siguientes proporciones.



Tabla 1. Composicién del coco(Abaunza Erika y cols., 2004).

Componente Porcentaje de composicion
Agua 12
Copra 30
Endocarpio 15
Cascara 43

La cascara se divide en epidermis lisa, que es la parte mas
externa de este fruto; y en mesocarpio espeso, que se aprecia

como la parte fibrosa del coco.

=—=MESOCARPIO

ENDOCARPIO

Figura 2. Partes del coco (Abaunza Erika y cols., 2004).

La fibra de coco, como cualquier biomasa lignocelulésica, se
compone de tres polimeros diferentes: celulosa, hemicelulosa

y lignina.




La estructura de este tipo de materiales es generalmente
resistente a la hidrolisis enzimatica, ya que las fibras de

celulosa estan protegidas por una matriz de lignina.

CC
C
PLANTA '@@@gcc
' CELULA VEGETAL ) @@¢ c
\ T T LIGNINA
R\
10-20 nm
PENYOSA:
HEMICELULOSA
E HIDROGENO
CELULOSA

Figura 3. Composicién general de la biomasa lignoceluldsica

(modificado de Gosselink y cols., 2012).

Celulosa

La celulosa es un homopolimero formado por unidades de
glucosa unidas por enlaces glucosidicosbeta-1,4. Tipicamente,
los puentes de hidrégeno entre las cadenas de celulosa dan
lugar a una matriz cristalina. El grado de cristalinidad, es una

medida indirecta de su grado de compactacién y, por lo



general, éste parametro varia de 0 a 100% (Benguin y cols.,
1994).

Bajo condiciones normales la celulosa es insoluble en agua,
una propiedad necesaria para que funcione como soporte
estructural en las paredes celulares de las plantas (Wyman y
cols., 2005).

Hemicelulosa

La hemicelulosa se clasifica de acuerdo al residuo principal de
azucar de cinco carbonos de la cadena principal, por ejemplo,
los tres tipos mas comunes son: xilanos, mananos vy
arabinanos, siendo los primeros dos los mas prevalentes
(Wyman y cols., 2005).

La adhesidén mutua entre la celulosa y la hemiceluosa se debe
ala presencia de puentes de hidrogeno y fuerzas de van der
Waals (Wyman y cols., 2005), ademas de otros enlaces

mediados por boro y/o calcio.
Lignina

La lignina es una molécula altamente ramificada y cuya base
monomérica es una unidad defenil-propano unida por
diferentes enlaces, que incluyen los del tipo alquilo-arilo,

alquilo-alquilo, arilo-arilo.

La lignina esta ligada usualmente a la celulosa formando



estructuras complejas. Tanto estos complejos como la lignina
sola son importantes ya que le dan a las células vegetales la
resistencia caracteristica a los ataques microbianos y a los

agentes quimicos (Balat y Balat, 2008).
Pretratamientos para biomasa lignoceluldsica.

Las fuentes de biomasa lignocelulésica son cada dia mas
amplias y cada wuna de ellas cuenta con distintas
caracteristicas, como el porcentaje lignina, celulosa, entre
otras. Por ello, es necesario adoptar un pretratamiento

adecuado para cada materia prima (Alvira y cols., 2010).

El propésito de implementar un pretratamiento a la biomasa es
para aumentar su accesibilidad, es decir, romper la estructura
de la lignina, disminuir la cristalinidad de la celulosa y reducir
el tamano de las particulas, entre otras. De esta forma, se
mejora la produccidén de azucares, posterior a un proceso de

sacarificacion quimica o enzimatica (Alvira y cols., 2010).

Otros dos puntos de gran importancia para la eleccion de un
pretratamiento es evitar la formacion de productos inhibitorios
para la hidrdlisis enzimatica (o para la fermentacion posterior)
y que tenga una relacién costo-beneficio efectiva (Negro y
cols., 2003).

Los pre-tramientos pueden ser clasificados como biolégicos,

fisicos, quimicos y fisicoquimicos (Alvira y cols., 2010).
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Procesos biologicos

La degradacion de lignina bajo la accion de hongos blancos es
el pretratamiento biolégico de mayor efectividad gracias a las
enzimas peroxidasas. El proceso biolégico ofrece una baja
inversion en laadquisicionde equipo y sus condiciones de
operacion son intermedias. Su gran desventaja es la baja
velocidad de la hidrélisis que se obtiene en comparacién con

otros tratamientos tradicionales (Alvira y cols., 2010).
Tratamientos fisicos

Los tratamientos fisicos son utiles para reducir el tamafo de
las particulas y el grado de cristalinidad. Ejemplos son:
molinos de bolas, molinos de rodillos, molinos de martillos,
molienda coloidal y molienda vibro-energética. Los
requerimientos de energia para operar son muy elevados, lo

que complica su viabilidad econémica (Alvira y cols., 2010).
Tratamiento quimico

Los tratamientos quimicos son variados e incluyenla hidrélisis
alcalina y &cida, la ozondlisis, el proceso organosolvente,

empleo de liquidos i6nicos,etc.

En particular, el empleo de alcalis favorece la solubilizacion de
la hemicelulosa y la lignina, y presenta un costo relativamente

bajo. El hidroxido de sodio provoca el hinchamiento de la

11



matriz  lignoceluldsica, disminuyendo el grado de
polimerizacion y de cristalinidad, lo que se traduce en la
destruccion de la biomasa lignocelulésica. (Alvira y cols.,
2010).

Por su parte, la hidrdlisis acida requiere de reactores
resistentes a la corrosion y que el acido concentrado sea
recuperado posterior ala hidrdlisis, para hacer el proceso mas
accesible en términos econdmicos (Sun y Cheng, 2002). Los
acidos concentrados pueden formar compuestos inhibitorios
para las levaduras cuando se pretende producir etanol(Alvira y
cols., 2010). Es factible realizar el pretratamiento a altas
temperaturas (180°C), implementando tiempos de residencia
cortos, o mediante temperaturas moderadas (120°C) y tiempos

de residencia mas largos.

La ozondlisis es una opcidén llamativa porque degrada la
lignina de forma muy efectiva, por lo que se incrementa el
rendimiento de la hidrdlisis enzimatica (Alvira y cols., 2010).
Su segundo aspecto de viabilidad recae en que la reaccion se
puede llevar a temperatura ambiente. Sin embargo, este
método no es muy usado, ya que se requieren grandes
cantidades de energia eléctrica para generar el ozono y esto lo

hace muy costoso (Sun y Cheng, 2002).

El proceso organosolvente resulta al mezclar un disolvente

organico y un acido inorganico que actua como catalizador,

12



con el fin de romper la estructura de la lignina y los enlaces
lignina-hemicelulosa. La gran ventaja que ofrece es la posible
recuperacion de la lignina como subproducto, la cual tiene

diversas aplicaciones en la industria (Alvira y cols., 2010).

Hoy en dia uno de los pretratamientos mas prometedores son
los liquidos i6nicos,éstos son sales organicas compuestas por
diversos tipos de cationes y una pequeina cantidad de aniones
inorganicos. Presentan temperatura de fusion relativamente
baja. Se requiere de investigaciones futuras para mejorar los
aspectos econémicos del empleo de liquidos idnicos a una

escala industrial(Alvira y cols., 2010; Bautista, 2013).
Tratamientos fisico-quimicos

Finalmente, los tratamientos fisicoquimicos mas comunes son
la explosion de fibras con amoniaco (AFEX, por sus siglas en
inglés), explosion con vapor y explosion con bioxido de

carbono en estado supercritico.

Para el primero, la materia lignoceluldésica es expuesta a
amoniaco liquido a alta temperatura y presién por un periodo
de tiempo, posteriormente, la presion es reducida
repentinamente. Este procedimiento disminuye el grado de
cristalinidad de la celulosa y rompe los enlaces lignina-
carbohidratos, sin embargo, soélo una pequefa cantidad de la
materia solida es solubilizada y pocas cantidades de

hemicelulosa y lignina son removidas. Esta opcién se debe

13



analizar con cautela, considerando la proteccién del medio
ambiente, lo que implica que el amoniaco se debe reciclar
(Alvira y cols., 2010).

En el método de explosion con vapor de agua las fibras
pequefias de la materia lignocelulésica son puestas en
contacto con vapor saturado a alta presién durante un cierto
tiempo, posteriormente, la presion es reducida rapidamente,
provocando que la materia se someta a una descompresion
explosiva. Esto causa la transformacién y degradacion de la
lignina por la accion de la temperatura alta, lo que incrementa
el potencial para hidrolizar la celulosa (Sun y Cheng, 2002;
Moreno, 2011).

El método de explosién con biéxido de carbono en estado
supercritico puede remover efectivamente la lignina e
incrementar la digestibilidad del sustrato (Alvira y cols., 2010).
Ademas, el dioxido de carbono es fisioldgicamente seguro y
no es costoso (Zheng y cols., 1998). Los esfuerzos actuales
por desarrollar este método aun no garantizan su viabilidad

economica(Pimentel, 2013).
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Sacarificacion enzimatica

Después de abrir la matriz lignoceluldsica, los carbohidratos
deben ser convertidos en azucares simples para su posterior
transformacién. Existen dos caminos para llegar a azucares

simples: la hidrdlisis quimica o la hidrdlisis enzimatica.

En el caso de la hidrdlisis quimica, la reaccion es catalizada
por un acido diluido o concentrado, sin embargo, existe el
riesgo de formar sustancias como el furfural o el

hidroximetilfurfural al implementarse altas temperaturas.

El empleo de enzimas tiene numerosas ventajas, requieren
condiciones moderadas de pH y de temperatura (318-323 K),
costos de mantenimiento bajos comparados con la via quimica
y no tienen problemas de corrosiéon (Balat y cols., 2008). Los
productos de esta hidrdlisis llevada a cabo de manera éptima
son usualmente azucares reductores incluyendo a la glucosa
(Shun y Cheng, 2002).

Los carbohidratos glucanos, galactanos y mananos siguen al
igual que la celulosa la siguiente estequiometria en la

reaccion:
(CeH1905)n + nH,0 = nCeHy,04

La hidrdlisis enzimatica es un proceso complejo porque toma

lugar en la interfase sdlido-liquido. Cuando el sistema de
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enzimas actua sobre el sustrato celuldsico insoluble, ocurren

tres procesos simultaneamente:

1) Cambios fisicos y quimicos en la fase sodlida(aun no

solubilizada).

2) Hidrolisis primaria: liberaciéon de intermediarios solubles a
partir de la superficie de las moléculas de celulosa

reaccionantes.

3) Hidrdlisis secundaria: hidrélisis de intermediarios solubles a
intermediarios de bajo peso molecular como la celobiosa v,

finalmente, en glucosa (Balat y cols., 2008).

De hecho, se ha demostrado que las enzimas celulasas
también se unen permanentemente a la lignina, formando
complejos enzima-lignina, lo cual reduce la cantidad de
enzima disponible para actuar sobre la holocelulosa (Wyman y
cols., 2005).

Por lo menos hay tres grandes grupos de enzimas celulasas

involucradas en el proceso de hidrdlisis:

(1) endoglucanasas (EG, endo 1,4-D-glucohidrolasa, o EC
3.2.1.4)).

(2) exoglucanasas o] celobiohidrolasas (CBH,
celobiohidrolasa 1,4-B-D-glucano, o EC 3.2.1.9.1).

(3) PB-glucosidasas (EC 3.2.1.21).
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Las primeras atacan regiones de baja cristalinidad de la
celulosa para crear terminales libres. Posteriormente, las
segundas degradan la molécula por la eliminacién de las
unidades de celobiosa provenientes de las cadenas terminales
libres. Finalmente, las terceras hidrolizan a la celobiosa para
producir glucosa. Cabe resaltar que hay enzimas auxiliares de
gran valor que pueden estar presentes en la mezcla y que
atacan a la hemicelulosa, por ejemplo, feruloilestearasas o
xilanasas. La estructura de la hemicelulosa hace su hidrdlisis
enzimatica un proceso de mayor complejidad comparado con
el de la celulosa, requiriendo un mayor grado de coordinacion
entre las enzimas involucradas. Particularmente, la accién de
las enzimas xilanasas es mas compleja porque el xilano es
estructuralmente mas complejo que otros polisacaridos

presentes en las células vegetales (Wyman y cols., 2005).

Objetivos

El grupo de investigacion encabezado por el Dr. Eduardo
Barzana Garcia se ha dedicado a estudiar por casi dos
décadas la sintesis de materiales a partir de residuos
agroindustriales, asi como la produccién de bioetanol a partir
del bagazo residual producido por la industria del tequila.
Como parte de este esfuerzo se adquirid un reactor temo-
mecano-quimico a partir de una colaboracién internacional

financiada por la Comunidad Europea. En dicha plataforma se
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procesan de manera Optima diversos residuos lignocelulésicos
y ha sido fuente de diversos resultados en publicaciones y
patentes(Vilarem y cols., 2013, 2014 y 2015).

Objetivo general

Evaluar el potencial, es decir, la cantidad de azucares
reductores del material resultante de un pretratamiento
alcalino de la cascara de coco (mesocarpio)cuando se emplea

un reactor termo-mecano-quimico disponible en el laboratorio.

Objetivos particulares

1. Determinacion de la composicion proximal de la
cascara del coco (Ecotipo 2) implementando el método
de Van Soest y Wine para cuantificar los
diferentes constituyente como compuestos solubles,

hemicelulosa, liginina, celulosa y minerales.

2.Pretratamiento mediante un reactor termo-mecano-quimico

para el mesocarpio de coco implementando disenos

. . 3 .
experimentales factoriales 2™ para las variables:

1) Concentracion de la disolucién alcalinade hidréxido

de sodio.

2) Temperatura en el reactor.
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3.Evaluacion de la composicion proximal de los materiales
procesados(posterior a la neutralizacidn con acido
fosférico) mediante el método de Van Soest y Wine.

Cuantificar nuevos componentes organicos solubles.

4. Caracterizacion de la actividad enzimatica de un coctel

celulolitico disponible en el laboratorio.

5.Evaluacion del rendimiento en la hidrdlisis enzimatica de los
materiales pretratados y neutralizados para obtener

azucares reductores.
Hipatesis

Al aplicar un pretratamiento alcalino en combinacion
con un reactor termo-mecano-quimico, la estructura
cristalina de la celulosa presente en el mesocarpio del
coco cambiard y permitira aumentar la cantidad de
azucares reductores obtenidos en un proceso de
hidrélisis enzimatica en comparacidon con aquellos

obtenidos del residuo crudo.
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Materiales y metodologia
Caracterizacion del coctel enzimatico

Los siguientes métodos se usaron para identificar la
capacidad de desdoblamiento de material lignocelul6sico por
parte del coctel NS-22192.

El Coctel NS-22192 (donacién a la Facultad de Quimica por la
empresa danesa Novozymes en el aino 2014) disponible en el
laboratorio fue tomado como biocatalizador de referencia para
el desarrollo de éste trabajo. Dicho complejo enzimatico ha
sido empleado exitosamente en el desdoblamiento de bagazo
de agave mezcalero y en residuos de madera y sorgo
(Caspeta, 2014; Cavalaglio, 2016; Trulea, 2016).

Acondicionamiento de la enzima

Se realizaron 10 diluciones a partir del coctel inicial para tener
diferentes puntos de medicidén en los siguientes experimentos
(Ghose. 1987). Dichas disoluciones se realizaron tomando 0.5
mL de cada disolucion anterior y agregando 0.5 mL de citrato
de sodio 0.05 M. Las concentraciones que se obtuvieron se

muestran en la tabla 3.
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Tabla 2. Concentraciones de las soluciones de enzima utilizadas

No. de Solucién | Concentracion (mL de enzima/ mL de buffer)
1 0.5

2 0.25

3 0.125

4 6.25 E-02
5 3.13 E-02
6 1.56 E-02
7 7.81 E-03
8 3.91 E-03
9 1.95 E-03
10 9.77 E-04

Determinacion de proteina (Bradford, 1976)
En este trabajo se utilizé un colorante hidrofébico conocido

como reactivo de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Inc.

California EUA), cuyas disoluciones en presencia de una
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proteina viran al color azul, cuya intensidad puede medirse en
un espectrofotometro (Perkin ElImer, EUA) a una longitud de
onda de 595 nm.

La curva de calibracion se realiz6 con suero de albumina
bovina (Sigma Aldrich, EUA) en un rango de concentracion 0.2
a 1.0 mg/mL. Se prepard una disolucion madre formada por 10
miligramos de suero y 10 mL de una disolucion de buffer de
citrato 0.05 molar. Se realizaron las diluciones necesarias para

ajustar la curva patron de proteina en el intervalo mencionado.

Incubacion
100 pl de 5.0 ml de reactivo de Medicion
Solucion > | bradford diluido — a 595 nm
problema
(enzima) Temperatura

ambiente

5min

Figura 4. Método de Bradford, ensayo de 5 mL (Bradford, 1976).

Actividad enzimatica(Ghose, 1987)

Actividad celulasa / analisis de papel filtro Whatman No.1

Para cada concentracion de enzimapreviamente mencionada

se realiz6 la prueba FPU(Filter Paper Units por sus siglas en
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inglés) con las cantidades mostradas en la Tabla 2 y en la

Figura 5.
Whatman 2mLH,0
no. 1 50 L 300uL DNS Destilada
(1.0x6.0 cm) m I l
l Bafio Bafo
Incubacion de agua de hielo
—_— R .| || Absorbancia
T gl a540nm
50°C 939 2.0 min
60 min 5.0 min
70 RPM
0.5mL
Enzima

Figura 5. Método de determinacion de la actividad de las celulasas

mediante papel Whatman No 1.

Notas:

Los estandares de glucosa se prepararon en un rango de
1mg/0.5 mL a 0.25 mg/0.5 mL y fueron los mismos que se
emplearon para las pruebas con el sustrato de
carboximetilcelulosa. Adicionalmente se prepararon las
siguientes muestras. A) Blanco cero: buffer Citrato 0.05 M en
misma cantidad que muestras problema. B) Blanco de enzima:
disolucién de la enzima en buffer citrato 0.05M en la misma

cantidad que las muestras problema.
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El calculo de unidades se realizé de acuerdo con la formula:

0.37
FPU =
concentracion de enzima que produzca 2.0 mg de glucosa
Actividad Endoglucanasa mediante el sustrato

carboximetilcelulosa(Ghose, 1987)

Nuevamente, para cada concentracion previamente
mencionada se realizd la prueba con carboximetilcelulosa
(CMC) (Sigma-Aldrich, EUA) como sustrato segun muestra la

figura 6, mediante las diluciones mostradas en la Tabla 2.

0.5mL 2mLH,0
CMC 2% 50 ul 300uL DNS DesnTa
l Bafio Bafio
| [ Incubacion de agua de hielo
N . Absorbancia
a 540 nm
50 °C 939 2.0 min
30 min 5.0 min
70 RPM

0.5mL
Enzima

Figura 6. Método de determinacion de actividad de las endoglucanasas

mediante CMC como sustrato
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Se consideraron las mismas definiciones y consideraciones
para los blancos de enzima y blanco cero que en la prueba
FPU.

Calculo de unidades:

0.185
concentracion de enzima que produzca 2.0 mg de glucosa

CMC =

Actividad de las enzimas xilanoliticas(Bailey y cols., 1992)

Para cada concentracién previamente mencionada (Tabla 3)
se realizd la prueba de determinaciéon de actividad xilanolitica

mediante el esquema mostrado en la Figura 7.

1.8 mL 2mLH,0

4-0-metil 50 uL 300uL DNS Destilada

glucorixilano 1% l

l Bafio Bafio
’ Incubacion de agua de hielo
. R Absorbancia
- N a 540 nm
5 min 5.0 min

‘ 50 °C 93°C 2.0 min

0.2mL
Enzima

70 RPM

Figura 7. Método de determinacion de la actividad de xilanolitica (tomado

de Bailey y cols., 1992)
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Pretratamiento general de la cascara de coco

La materia prima, es decir, el coco entero se obtuvo de
puestos en la central de abastos de la Ciudad de México en
dos temporadas diferentes: primavera e invierno. Es
importante notar que el sustrato de eleccion para este trabajo
es el mesocarpio espeso y la epidermis lisa del coco, se
descartd la corteza dura del endocarpio, quedando ésta para

una posterior investigacion en el laboratorio.

Se llevé a cabo una molienda con un molino de martillos,
posteriormente, se tamizd con mallas bajo las especificacion
AS.T.M.E-11 del No.20 y No. 6. Se tom6 como base
aproximada 1 gramo de cada material (polvo fino, fibra corta y

material mixto) para la caracterizacion proximal completa.

Cabe senalar que la “fibra corta” se refiere a las fibras con
longitud superior a 1 centimetro, mientras que el material mixto
esta constituido por particulas menores a un 1 cm de longitud.
El polvo fino se obtiene mediante el tamizado con una malla
del No. 20.

Caracterizacion de la cascara de coco.

Van Soest-Wine (Pimentel, 2013; Hernandez-Meléndez,
2016)para la determinacion de compuestos solubles,

hemicelulosa, liginina, celulosa y minerales.
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Sustratos
* polvo
* fibra corta

* material mixto

Reactivos
Disolucion detergente neutro (NDF, por sus siglas en

inglés)

* Disolucion acuosa con 3%(m/v) de lauril sulfato de
sodio, 2% (m/v) de etilendiaminatetracetato de sodio
(EDTA), 0.5% (m/v) fosfato disddico, 0.7 % (m/v) de
borato de sodio decahidratado y 1% (v/v) de

etilcelulosa.
Disolucion detergente (ADF, por sus siglas en inglés)

* Disolucion acuosa con 2% (m/v) de bromuro de
cetilmetilamonio y 3 % (v/v) de acido sulfurico
concentrado.

Disolucién de KMnOg4
Disolucion acuosa saturada de permanganato de

potasio.
Notas

1. Después de cada tratamiento las muestras se secaron

a 105°C y se pesaron.
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2. El detergente NDF se aplico durante una hora a 100°Cy

se filtro.

3. El detergente ADF se aplic6 durante una hora a 100°C

y se filtrd.

4. Se aplicé la disolucion de KMnOsy se dejo reposar a

temperatura ambientehasta obtener un color purpura

constante (de 1- 7 dias).

Polvo extra fino/
fibra corta

(CS/C/HC/L/M)

Residuo sélido

(C/HC/L/M)

Residuo sélido

(C/L/M)

Residuo solido

(C/M)

N

A

A

Extraccion con J Extraccion J Oxidacion con J Incineracion a

detergente con detergente KMnO,
neutro acido
Componentes Hemicelulosa Lignina
solubles

(HC) (L)
(CS)

550°C =

Minerales

(€

Celulosa

(©

Figura 8. Método Van Soest modificado (Adaptado de Pimentel,2013).

Densidad aparente

Los tres sustratos (polvo fino, fibra corta y material mixto) se

colocaron en una probeta de 50 mL por separado y se pesoé
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cada uno de ellos. Con la ayuda de una espatula se
compactaron los materiales para evitar tener espacios
ocupados por aire. Se registré la cantidad de masa requerida
para cubrir un volumen de 50 mL y entonces se calcul6 el

valor de la densidad.

Humedad.

Los tres sustratos polvo fino, fibra corta y material mixto se
sometieron a la determinacién de humedad con la ayuda de

una termo-balanza (AND, Japdn).

Pretratamiento termo-mecano-quimico

En el laboratorio se cuenta con un reactor que puede
mantener la temperatura constante en cada una de las 10
secciones que lo componen y operar hasta una temperatura
de 300°C. El pretratamiento se realiz6 a una velocidad de
rotacion constante de 100 rpm. Las temperaturas y las
concentraciones de la disolucion de hidroxido de sodio
empleadas pueden apreciarse en la Tabla 2. Posterior al
tratamiento quimico, los materiales fueron recolectados vy
neutralizados con acido fosférico al 5% m/m (Van den bossche
y cols., 2016).

29



Manejo de los materiales pretratados en el
reactor

Cada producto pretratado y neutralizado fue colocado en un
contenedor limpio y se separd en dos mitades, una de ellas se
filtr6 con una malla metalica de 0.05 milimetros de tamano de
poro, con la finalidad de remover la mayor cantidad posible de

liquido. La otra mitad permanecié como fue recibida.
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Tabla 3. Condiciones de trabajo para el pretratamiento en el reactor termo-

mecano-quimico.

Material Temperatura (°C) Concentracion de
NaOH (% m/m)
90 1.25
25
3.75
70 1.25
Fibra 25
3.75
50 1.25
25
3.75
90 1.25
25
3.75
70 1.25
Mixto 25
3.75
50 1.25
25
3.75
90 1.25
25
3.75
70 1.25
Polvo 25
3.75
50 1.25
25
3.75
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Caracterizacion de los productos crudos y
pretradados

Porcentaje de agua y sustancias inorganicas

Se colocaron 5 gramos de cada muestra y se mantuvieron a
una temperatura constante de 103°C en una estufa de
conveccion (Lindberg/Blue, Thermo Scientific, EUA)durante
ocho horas. Posteriormente se colocaron 20 minutos en un
desecador para equilibrarlasy se pesoé la cantidad de materia
restante. Finalmente, cada material restante se coloc6 en un
crisol de porcelana para ser incinerado. Las muestras se
mantuvieron a 550°C en una mufla (Thermolyne 1500, Sybron,

EUA) hasta que las cenizas fueran de color blanco.

Porcentaje de sustancias organicas solubles

Se realizd una extraccibn con disolucién detergente
neutro(NDF)durante 60 minutos, a una temperatura de 100°C,
con agitacibn magnética constante para cada muestra
proveniente del pretratamiento alcalino y posteriormente
neutralizada. Se tomaron 0.5gramos de muestra seca tanto de
material trabajado con malla como aquel proveniente directo
del reactor y posterior neutralizaciéon. Para finalizar, se realizd

una extraccion con filtracion Blchner usando papel filtro, el
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cual fue colocado previamente dentro de un desecador

durante 24 horas.

Hidrolisis enzimatica

Medicion de azucares reductores

Para cada muestra pretratada sin filtracion y con filtracién con
malla, se realizd la hidrdlisis enzimatica como muestra la
Figura 9. Posteriormente como ahi también se indica se
cuantificaron la cantidad de azucares reductores totales a
través del método DNS (Miller, 1959).

5 ml de citrato de z 5mlde agua
sodio 100 mM 50 pL 300 L de destilada
(7 DNS
s
90 L Bafo Baﬁq
de Incubor de agua de hielo
enzima > | |7 >
concen- > 50°C . 93°C 2.0 min
trada r 72 horas 5.0 min
70 RPM v -

] Medicion
] a 540 nm
0.5gde

muestra seca

Figura 9. Método experimental de la hidrdlisis enzimatica.
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Porcentaje de Glucosa

Para cada muestra proveniente de la hidrdlisis enzimatica se
tomaron 50 microlitros de la fase liquida previamente
centrifugada y se realizd una dilucién 1:5 con agua destilada
para poder medir la concentracion de glucosa (en un intervalo
de 123-167 mg/dL) mediante la enzima glucosa oxidasa
presente en una tira reactiva y un potencidmetro glucémetro

digital comercial (OneTouch Ultra, Johnson y Johnson, EUA).

Resultados y analisis
Caracterizacion de la enzima

Los jarabes enzimaticos comerciales contienen azucares que
funcionan como crio protectores tales como la galactosa,
glucosa y sacarosa entre otros azucares. Los crioprotectores
son necesarios para prevenir el daino enzimatico en el proceso
de enfriamiento y calentamiento (CryoBiotech, 2009). Al céctel
enzimatico se le determinaron azucares reductores por el
método del acido3,5-dinitrosalicilico (DNS, por sus siglas en
inglés)y la cantidad de proteina por el método de Bradford
(1976). Esto se hizo con el objetivo de ajustar la cantidad de

azucares presentes en cada una de las hidrolisis posteriores.
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La proteina fue cuantificada para calcular la actividad

especifica del coctel.

La Tabla 4 muestra que el contenido de azucares reductores
es bajo, lo que se traduce en que el crioprotector debe ser un

oligosacarido o un polisacarido, por ejemplo, la sacarosa.

Tabla 4. Cantidad de azucares reductores y proteina presentes en el coctel
enzimatico
Cdctel enzimatico Azlcares Reductores Proteina

mg/mL mg/mL
NS-22192 15.39+/-0.77 167.17+/-11.53

Puede apreciarse que el contenido de proteina por mililitro es
elevado en comparacién con otros cocteles enzimaticos
reportados (Méndez, 2010).

Determinacion de la actividad enzimatica

Se debe recordar que la prueba de actividad mediante papel
filtro (FPU, por sus siglas en inglés) cuantifica solamente la
actividad relacionada con la hidrélisis de la celulosa, aunque
estan involucradas un grupo complejo de enzimas conocidas
como endoglucanasas, exoglucanasas y beta-glucosidasas,
que trabajan de manera sinergistica para hidrolizar el sustrato
(Ghose, 1987; Irwing y cols., 1993).
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Tabla 5. Actividad celulolitica para el coctel NS-22192.

Actividad
Endoglucanolitica

Coctel Actividad celulolitica  especifica
enzimatico (FPU/mL) (EGU/mgProteina)
NS-22192 172.10 +/-5 5.24+/-0.001

Tabla 6. Actividad endoglucanolitica para el coctel NS-22192

Actividad
Actividad Endoglucanolitica

Coctel endoglucanolitica  especifica
enzimatico (EGU/mL) (EGU/mgProteina)
NS-22192 515.94 +/- 0.16 5.24+/-0.001

El coctel disponible en el laboratorio presenta una actividad
celulolitica alta en comparacién con otros reportados, por
ejemplo 132.14 FPU/mL (Méndez, 2010). Otros cocteles de la
empresa Novozymes como el Celluclast 1.5L FG y Cellic
CTec2 presentan una actividad celulolitica de 81 y 67 FPU/mL
(Pimentel, 2013; Montiel y cols., 2016).

Por otro lado, la actividad del grupo de enzimas conocido
como endoglucanasas fue moderada en comparacién con los
cocteles Celluclast 1.5L FG y Cellic CTec2 (991 y 1504
EGU/mL respectivamente) reportados por Montiel y cols.,
2016.
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Ya que las enzimas trabajan de forma sinérgica, es de
esperarse que la actividad combinada de los tres grandes
grupos de enzimas conocidos como: endoglucanasas,
exoglucanasas y beta-glucosidasassea elevada (Eriksson vy
cols., 2002)para generar los azucares reductores a partir de la

cascara del coco.

Tabla 7. Actividad de xilanasas en el coctel NS-22192
Coctel Xilanasas Xilanasas

enzimatico (lU/mL) (IlU/mg proteina)
NS-22192 360.84+/-4.92 2.16+/- 0.029

La actividad del grupo de enzimas conocido como xilanasas
resulta ligeramente elevada, pero dentro de los valores
promedio reportados, por lo que puede inferirse en que se
dara una hidrélisis eficiente, permitiendo que desaparezca
dicho ensamblaje presente en la hemicelulosa (De la Rosa,
2003; Montiel y cols., 2016).

Pretratamiento y caracterizacion general del
material

El residuo del fruto de coco seco (mesocarpio espeso y
epidermis lisa) se realizé mediante un proceso de molienda y
tamizado, con el cual se obtuvieron tres tamanos de particula
diferentes, como se observa en la Figura 10. Se llevé a cabo
este proceso de acondicionamiento de los residuos durante las

estaciones de invierno y primavera.
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i EA

Figura 10. Tipos de material después del tamizado. A. Polvo B. Fibra corta

C. Material mixto.

Peso
Molienda 1 Molienda 2
% %

Figura 11. Porcentaje del peso total obtenido para cada tipo de material.

Los resultados de la caracterizacién de la cascara de coco se
observa en las Figuras 11-14. De dichas figuras se concluye
que la cantidad obtenida y las propiedades del polvo, material
mixto y fibra son muy similares, independientemente de la

temporada de produccion del fruto de coco.

Esto vuelve tangible la posibilidad de tener un solo proceso de
acondicionamiento para la cascara de CoCo,
independientemente de la calidad producida en cualquier

temporada del afo.
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En términos del analisis proximal llevado a cabo sobre los
diferentes cortes obtenidos durante la molienda y el tamizado,
la cantidad de lignina es bastante elevada para los tres tipos
de material, pero menor que el valor de la fibra de madera,
que puede ser hasta del 37%, segun reporté Tsoumis (1991).
En particular, la cantidad de lignina de la fraccion “polvo” se
encuentra alrededor del valor del tallo del platanal (18.6%),
otro cultivo importante en nuestro pais; y del bagazo de cafa
(13.68%) (Pernalete, 2008), reafirmando asi, que la cascara
de coco es un opcion viable para obtener azucares, pero bajo

la consigna de someterla a un pretratamiento intenso.
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Composicion proximal de la cascara
de coco (POLVO)

V “ Invierno
,/’ " Primavera
g i

L4 ‘

Lignina Celulosa Mimerales Humedad

Porcentaje de composicién
[ [ ~o ~ w
w o w o w o

(=3

Figura 12. Composicién proximal dela fraccién polvo. (CS: compuestos

solubles, HC: hemicelulosa, Cel.; celulosa, Min: minerales).

Composicion proximal de la cascara
de coco (Mixto)
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Figura 13. Composicién proximal de la fracciéon mixto. (CS: compuestos

solubles, HC: hemicelulosa, cel; celulosa, Min: minerales).

40



Composicion proximal de la cascara
de coco (Fibra)
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Figura 14. Composicion proximal de la fraccién Fibra. (CS: compuestos

solubles, HC: hemicelulosa, cel; celulosa, Min: minerales).

Otros factores importantes para considerar en el tratamiento
fisicoquimico son la cantidad de compuestos organicos
solubles, alrededor de 24%,muy similar al reportado para el
bagazo de agave (Moreno, 2011; Hernandez-Meléndez y cols.,
2016). El grado de acetilacion en la hemicelulosa es un factor
importante a considerar porque los grupos funcionales de la
lignina estan unidos a la matriz de hemicelulosa mediante
grupos acetilos y acido ferulico, los cuales pueden impedir el
acceso de las enzimas a la celulosa para hidrolizar el

polisacarido (Alvira y cols., 2010).
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De igual manera, se debe resaltar que hay mayor cantidad de
celulosa en el polvo que en los otros dos materiales. Sin
embargo, este valor es considerablemente menor en
comparaciéon con el tallo del platanal (63.9%), segun
reportaron Abdul Khalil y cols, 2006 y con el bagazo de caina
de azucar (50%), (Pernalete, 2008). Esto vuelve muy
importante obtener grados de conversidn elevados a azucares
reductores, para que la cascara de coco sea un sustrato con
potencial para aplicarse en procesos sustentables (Ewansiha y
cols., 2012).

En la Figura15, se pueden apreciar los valores de la densidad
para los tres cortes obtenidos posterior al proceso de
molienda, donde destaca la ligereza de las particulas mas
finas (polvo), en comparacion con el material fibroso y para el
material mixto. Otros residuos lignocelulésicos disponibles en
el laboratorio exhiben una densidad de 0.12 g/mL (olote de
maiz tamizado) y 0.13 g/mL (bagazo de cafa de azucar)
(Fajardo, 2016).
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Figura 15. Densidad de los materiales después de la molienda

Pretratamiento general en un reactor termo-
mecano-quimico y posterior filtracién con malla.

En la Figura 16,se observa que la cantidad de minerales se
elevo tras el pretratamiento alcalino en el reactor y posterior
neutralizacion con acido fosférico hasta en 5 puntos
porcentuales. En contraste, posterior a la filtracidon con la malla
de tamafo de poro de 0.05 mm, el porcentaje de minerales se
reduce significativamente con respecto a los valores para los

materiales pretratados.

Hay dos tendencias a resaltar en laFigura16, donde la
filtracion es un componente importante, a mayor temperatura
menor es la cantidad de minerales presentes en la materia

seca pretratada, este comportamiento puede explicarse en
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términos de la mayor solubilidad que puedan tener los
minerales nativos de la cascara de coco al entrar en contacto

con la sosa, la cual es funcion de la temperatura.
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Figura 16. Porcentaje de minerales en funcion de la temperatura del
pretratamiento al emplear una disolucién de hidroxido de sodio 2.5% m/m.
(Fibra M: fibra filtrada manualmente con malla, Mixto M: material mixto
filtrado).

Por su parte, la cantidad de compuestos organicos solubles
presente en los materiales pretratados y filtrados con malla
disminuye al aumentar la temperatura, lo cual tiene relacion
directa con un mayor poder de solvatacion de la sosa a altas
temperaturas, que al ser filtrados, dejaran un material con

menor cantidad de compuestos celulares fragmentados o
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solubilizados, lo cual puede ser relevante si se desea lograr
una posterior hidrélisis enzimatica mas eficiente del material

resultante (Figura 17).

Por otro lado, puede apreciarse en la Figura 18 que la
cantidad de compuestos organicos solubles (CS) formados
aumentoé al aumentarla concentracion de la sosa, lo cual se ve

magnificado por el trabajo mecanico intenso.
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Figura 17. Porcentaje de compuestos organicos solubles en funcion de la
temperatura para el pretratamiento a concentracion constante (NaOH
2.5% m/m). (Fibra M: fibra filtrada manualmente con malla, Mixto M:
material mixto filtrado manualmente con malla, Polvo M: polvo filtrado

manualmente con malla).
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Figura 18. Porcentaje de compuestos organicos solubles en funcion de la
concentracion de hidréxido de sodio para el pretratamiento a temperatura
constante (90°C). (Fibra M: fibra filtrada manualmente con malla, Mixto M:
material mixto filtrado manualmente con malla, Polvo M: polvo filtrado

manualmente con malla).
Hidrdélisis enzimatica del material sin tratamiento

El porcentaje de sacarificacion se calculé6 como la relacion de
los gramos de azucares reductores totales o gramos de
glucosa obtenida por cada gramo de residuo seco empleado
en la hidrélisis. Como es visible en la Figura 19, la cantidad de
azucares liberada tras la hidrolisis es pequena para los tres
tipos de cortes del residuo de coco: el porcentaje de
produccion de azucares reductores no excede el 22% y para la

glucosa éste valor se encuentran alrededor del 2%. Por lo
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tanto, para elevar ambos porcentajes de conversidn es
indispensable llevar a cabo un proceso de pretratamiento

(Vandenbossche y cols., 2014).

Sacarificacion de la materia prima nativa

o
e
S
(o)
[¢]
=
o ¥ Polvo
[¢’]
N Mixto
=
- .
E Fibra

Azucares reductores Glucosa

Figura 19. Porcentaje de azucares generados en la sacarificacion

enzimatica del material sin pretratamiento fisicoquimico.

En particular el polvo tiene un mejor rendimiento hacia la
produccion de azucares, lo cual puede deberse a una mayor
accesibilidad del material debido al tamano de las particulas,
que es significativamente menor que el de las fibras (0.6 mm

aproximadamente). En términos del contenido de celulosa de
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cada materia prima, hay una correlacién directa, ya que su
valor es mayor para el polvo (~25%), seguido del material
mixto (~20%) y finalmente para la fibra(~10%) (Figuras 11-13).
En términos del contenido de hemicelulosa no hay una
relacion directa con la produccion de azucares totales, ya que
los tres materiales presentan una concentracion similar (~25-
30%).

Hidrdlisis enzimatica delos materiales
pretratados, neutralizados y filtrados con malla

Es importante senalar que los tres materiales mejoran
significativamente sus rendimientos con la filtracién (Figura
20). Esencialmente lo que se elimina con la malla son los
fragmentos celulares hidrolizados que pueden afectar
negativamente la hidrdlisis enzimatica (Alvira y cols., 2010).
Fue notoria la presencia de un color rojizo en los licores,
posiblemente debido a la presencia de antocianinas, las
cuales se hacen presentes al solubilizarlas en diversos valores
de pH. Especificamente, la fibra es el material que se ve mas
beneficiado con la eliminacion de los compuestos organicos
solubles, con un aumento de casi el doble de conversion a

azucares reductores.
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Figura 20. Porcentaje de conversion a azucares reductores en funcion de la
concentracion del hidroxido de sodioen el pretratamiento a temperatura
constante (90°C). Fibra M: fibra filtrada manualmente con malla, Mixto M:
material mixto filtrado manualmente con malla, Polvo M: polvo filtrado

manualmente con malla.

Puede apreciarse que a mayor concentracién de hidroxido de
sodio mayor es el porcentaje de conversidon a azucares
reductores(Figura 20).Esto podria explicarse en términos dela
erosion por parte de la base y del trabajo mecanico, que en
conjunto provocan la apertura de la matriz de la cascara de
coco, y da lugar a mas puntos amorfos en la celulosa, para
que entre en accién el grupo de enzimas conocidas como

endoglucanasas (Eriksson y cols, 2002).
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En la Figura 21 encontramos tendencias diferentes para la
fibra, polvo y para el material mixto. Para la fibra, la
temperatura de pretratamiento no afecta el rendimiento de la
hidrolisis enzimatica, la filtracidon de los compuestos organicos
solubles si lo mejora hasta en 13 puntos porcentuales. Sin
embargo, para el material mixto y para el polvo, la filtracion no
muestra una mejoria significativa. El polvo y el material mixto
presentan una dependencia menor con la temperatura: a
mayor temperatura menor produccion de azucares, lo cual
podria ser explicado en términos de posibles reacciones de
degradacion de los carbohidratos cuando se introducen
particulas de tamafo menor o mas finas, lo cual se magnifica

con el trabajo mecanico intenso.

50



40.0
35.0

30.0 - e

N e==Fibra
25.0 == =

=== Fibra M
20.0 N
Mixto
15.0
Mixto M
10.0
@ Polvo
5.0
=== Polvo M

Gramos de azicares totales/gramo
de materia secax 100%

0.0
50 70 90

Temperatura (°C)

Figura 21.Porcentaje de conversion a azucares reductores en funcién de la
temperatura del pretratamiento a concentracién constante de NaOH (2.5%
m/m). Fibra M: fibra filtrada manualmente con malla, Mixto M: material
mixto filtrado manualmente con malla, Polvo M: polvo filtrado manualmente

con malla).

Si nos enfocamos en la glucosa, principal precursor para la
produccion de productos biotecnolégicos con valor,
observamos que es el polvo el que se distingue por sus
buenos rendimientos. En la Figura 22se confirma la influencia
positiva que tiene la temperatura y el trabajo mecanico intenso
sobre las particulas de polvo fino. Puede apreciarse un efecto
negativo de ambos factores que vienen en detrimento de una
menor produccidon de glucosa para la fibra y para el material

mixto.
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Figura 22. Porcentaje de conversion a glucosa en funcion de la
temperatura del pretratamiento a concentracién constante (NaOH 2.5%
m/m). Fibra M: fibra filtrada manualmente con malla, Mixto M: material
mixto filtrado manualmente con malla, Polvo M: polvo filtrado manualmente

con malla.

En la Figura 23 puede apreciarse que a mayor concentracion
de hidroxido de sodio la fibra y el polvo de coco aumentan sus
rendimientos de produccion de glucosa, mientras que para el
material mixto se mantiene constante. Se concluye que el
proceso de filtrado con malla genera rendimientos mas altos,
lo cual se explica en términos del retiro de obstaculos que
pueden afectar la interaccién enzima-sustrato(Eriksson, 2002),

es decir, la eliminacién de inhibidores.
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Figura 23. Porcentaje de conversion a glucosa en funcion de la
concentracion de la basea temperatura constante (90°C). Fibra M: fibra
filtrada manualmente con malla, Mixto M: material mixto filtrado

manualmente con malla, Polvo M: polvo filtrado manualmente con malla.

Una situacion similar ocurrié en este grupo de investigacion
durante el procesamiento alcalino del lirio acuatico, donde la
filtracion de compuestos organicos solubles permiti6 aumentar

su digestibilidad en presencia de rumen (Rubio, 2015).
La fibra con pretratamiento a 90°C tiene el mejor rendimiento

de liberacién de azucares reductores totales, pero el polvo a

90°C genera la mayor cantidad de glucosa liberada por gramo
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de muestra. Esto se puede explicar en términos de un
fraccionamiento parcial de Ila hemicelulosa durante el
pretratamiento, que hizo accesible a la celulosa, de ahi el
mayor rendimiento en la produccién de azucares reductores
totales. Cabe mencionar que la cantidad de azucares
reductores obtenida se mantiene por encima de los valores

correspondientes para la glucosa.

Analisis DRX de materia prima y las muestras
tratadas.

A las muestras con mayor y menor rendimiento durante el
proceso enzimatico de cada material se les hizo un analisis de
difraccion de rayos X, asi como a la materia prima cruda, para
determinar si la reduccion en el grado de cristalinidad de la
celulosa original tiene un efecto benéfico directo para

promover el aumento en la sacarificacion.

Como se muestra en la Figura 24, el polvo y el material mixto
presentan picos cristalinos caracteristicos de la celulosa tipo |
ubicados en las posiciones 12 a 18°, asi como la posicidon 23°.
Las fibras de coco presentan un comportamiento mas amorfo
en comparacién con las fibras de bagazo de agave (Barzana y
cols., 2014), que presentan una intensidad aproximada de

20000 conteos en la region de 23° (Hernandez-Meléndez y
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cols., 2016), mientras que las fibras de coco rondan los 10000
conteos.
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Figura 24. Difractograma de materias primas nativas.
El corte de bagazo de coco “polvo” presenta regiones amorfas

y cristalinas, una sefal que destaca es la region de 22°, la cual

esta presente también en el material mixto.
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Tabla 9. indice de cristalinidad para materia prima

indice de
Material cristalinidad
Polvo 9.32
Mixto 16.93

El indice de cristalinidad se calcul6 segun la ecuacion 2
(Buschle-Diller, 1992).

Toor — 1

Crl = [M] *100
002

donde:
loo2 es la intensidad del pico cristalino en el maximo entre 20° y
230 para celulosa

lam es la intensidad en el minimo entre 18° y 200

En la tabla 9 se observa que el polvo tiene un menor indice de
cristalinidad que el material mixto, aproximadamente un50%
menor. Al observar detenidamente los resultados de
sacarificacion enzimatica presentados con anterioridad puede
inferirse que a mayor indice de cristalinidad mas fuerte es la
adsorcion no productiva de la enzima sobre el sustrato
(Eriksson y cols, 2002).
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Figura 25. Difractograma de fibra bajo las condiciones de pretratamiento
con sosa 3.25% a una temperatura de 50°C (color rojo) y 90°C (color

verde).

Para el caso de la fibra, se aprecia que tras el pretratamiento
se reconoce un patrén tipico de la celulosa con picos en 15-
18°y 23°. Esto nos habla de una matriz muy bien protegida por
los puentes de hidrégeno presentes en la celulosa, yen menor
grado por la presencia de lignina y la hemicelulosa. Para los
materiales de fibra pretratados con sosa 3.25% a 50°C y 90°C,

se aprecia una disminucion en la cristalinidad de los materiales
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en comparacién con la fibra cruda y la aparicion de dos

sefales tipicas de fosfato de sodio ubicadas en 32° y 46°.

Como es visible en las Figuras 26 y 27, hay una disminucion
significativa de la cristalinidad debido al pretratamiento para
los materiales mixto y polvo: el area bajo los picos se reduce

cuando mayor es la concentracion de NaOH.

Para el caso del tratamiento con sosa 3.75% se observan
picos muy elevados en 30° y 45°. Esto se puede explicaren
términos de la presencia de minerales que son altamente
cristalinos por ejemplo: fosfato de sodio, que es resultante del

proceso de neutralizacion de la base NaOH.
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Figura 26. Difractograma de rayos X para el material mixto bajo la

condiciones de pretratamiento con sosa 1.25%( color rojo) y 3.25% (color
verde) a una temperatura de 50°C.
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Figura 27. Difractograma de rayos X para el material “polvo” bajo las
condiciones de pretratamiento con sosa 1.25% (color rojo) y 3.25%( color

verde) a una temperatura de 50°C.

Conclusiones

La caracterizacidon del coctel enzimatico NS-22192 mostrd una
actividad catalitica moderada paralas enzimas
endoglucanasas y un buen balance para la actividad de las
enzimas celuloliticas y xilanoliticas en comparacion con
cocteles enzimaticos parecidos estudiados en otros
laboratorios. La hidrolisis enzimatica puede mejorarse al

provocar mas regiones amorfas en la celulosa o una
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disminucién en la cristalinidad de la misma mediante un
tratamiento a temperaturas y concentraciones de NaOH altas
(3.25% m/m).

Al realizar la hidrédlisis enzimatica de los tres materiales se
justifica el uso del reactor termo-mecano-quimico, ya que los
rendimientos mejoraron. El material “polvo” de coco pretratado
a una temperatura de 90°C con una disolucién acuosa de sosa
al 3.25% m/m vy filtrado con malla de 0.05 mm fue el material
que presentd valores mas altos para la obtencion de glucosa,

con un rendimiento de 30.3% por cada gramo de materia seca.

Sin embargo, fue la fibra pretratadaa una temperatura 90°C en
combinacion con una disolucion acuosa de sosa al 3.25% m/m
y filtrada con mallala que obtuvo los mejores rendimientos en
la transformacion de azucares reductores totales con 36.2%

por cada gramo de materia seca.

Para optimizar la hidrolisis orientada a la produccion de
glucosa, se aconseja trabajar cada material por separado bajo
las siguientes condiciones manteniendo la cantidad de enzima

constante por cantidad de fibra, mixto y polvo.
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Material Temperatura Concentracién
(°C) NaOH
(% m/m)
Fibra 50 3.25
Mixto 50 3.25
Polvo 90 3.25

Recomendaciones

Debido a que se observd una tendencia de  mejores
rendimientos con temperaturas y concentraciones de NaOH
mas altos, se recomienda realizar un estudio con los
materiales pretratados empleando disoluciones acuosas de
sosa a 3.25, 475 y 6.25% m/m en combinacion con
temperaturas de 50, 75 y 100°C . Sin dejar de valorar en todo
momento la viabilidad econdmica por el gasto que representa

tener materiales resistentes a corrosion. .

De igual manera, ya que solo se trabajoé un céctel de enzimas,
seria muy util llevar a cabo un estudio con diferentes cocteles
y asi poder incrementar los porcentajes de conversion, sin
mayor gasto en disoluciones basicas y aparatos resistentes a

la corrosion y a temperaturas altas.
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Anexo A

Curvas de calibracion de azucares para DNS, proteina y xilano

en espectrofotometro (Perkin Elmer, EUA) a una longitud de
onda de 595nm
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Figura 28. Curva de calibracién de glucosa para tratamientos con DNS
para prueba FPU ( Filter

enduglocanasa.

Papee Unit) y pruebas para actividad
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Figura 29. Curva de calibracion de proteina para método de bradford
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Figura 30. Curva de calibracion de xilanasa para el método de medicion de

actividad de enzimas xilanoliticas
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Anexo B

Tabla 9. Resultados generales de caracterizacion

Compuestos solubles Humedad Minerales
% % %
Material Malla Sin Malla Malla Sin Malla Malla Sin Malla
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Tabla 10. Resultados generales de la hidrélisis enzimatica

% conversion AR % conversion glucosa
% %
Material Malla  Sin Malla Malla Sin Malla

NaOH 1.25

NaOH 2.5

NaOH 3.25
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