UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

Optimizacion del proceso de hidrolisis
enzimatica parcial (Acellerase ®1500) para la
obtencion de nanofibras de celulosa a partir del
raquis de platano macho (Musa paradisiaca L.)

TESIS

Para obtener el grado de

Maestra en Biotecnologia

Presenta:

Maria Guadalupe Solano Martinez

Director de Tesis:

Dr. Andrés Aguirre Cruz

Co-Director:

Dr. Julian Mario Pefla Castro

San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, México. 2018



Universidad del Papaloapan

UNPA

% 1 - Division de Estudios de Posgrado

N N

MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

OFICIO DEP/2018/MB/032
ASUNTO  Jurado asignado para examen de grado

San Juan Bautista Tuxtepec, Oax., a 26 de febrero de 2018

C. Maria Guadalupe Solano Martinez
Estudiante de la Maestria en Biotecnologia
Universidad del Papaloapan

Por este medio le informo que el jurado de su examen para obtener el grado de Maestria en
Biotecnologia estara integrado por los siguientes investigadores.

Dr. Andrés Aguirre Cruz UNPA Presidente
Dr. Erasmo Hermén y Lara ITTux Vocal

Dr. Edgar Garcia Lopez Céatedras CONACyYT-UNPA Secretario
Dra. Sandra T. del Moral Ventura UNPA ler Suplente
Dra. Ariana A. Huerta Heredia Catedras CONACyT-UNPA 20 Suplente

Sin mas por el momento, le envio saludos cordiales.

Atentamente

térra ubérrima, mens aperta

liberna. at&tt tperfa
- Bou Li-Imn rtn ti jti

g del Moral Ventura M. en C. Héctqgr L6pez
rasion de Estudios Vice-rector Académi
de Posgrado Vo. Bo. VICE-RECTOR1A
DIVISION de ACADEMICA
ESTUDIOS DE

"®E2NAN®ANdrés Aguirre Cruz - Director de tesis.

C.c.p. L. P. Yesenia Barrientes Arenal - Jefe de Serviaos Escolares.

C.c.p Archivo
Campus Tuxtepec XVXVXV.unpa.edu.mx Campus Loma Bonita
C. Circuito central No. 200, Col. Parque Industrial. Av. Ferrocarril S/N, Ciudad universitaria.
C.P. 38301, Tuxtepec, Oax. C.P. 68400, Loma Bonita, Oax.

Tcl. 01(287)8759240 Tel. 01(281)8729230






DEDICATORIA

A mi compariero, que en todo momento ha estado conmigo apoydndome y motivindome dia

a dia.
A mis hijos que tanto amo.

A mis padres, pilares fundamentales de mi persona



AGRADECIMIENTOS

Primeramente quiero agradecer a Dios por darme salud y permitirme culminar un proyecto

mas en mi vida.

A lo largo de este trayecto de vida recorrido, quiero agradecer a las personas que me han
ayudado a seguir adelante , a seguir creciendo a quienes me han ensefiado a no darme por
vencida y seguir creyendo en mi a quienes me han brindado una palabra de aliento y

motivacion.

Gracias a mis padres quienes han estado en todo momento apoyandome

incondicionalmente.

A mi esposo e hijos, que estan dia a dia brinddndome su amor, carifio y apoyo.

A mis hermanos que a la distancia siempre estuvieron al pendiente de mi persona.

A mi director y co-director de tesis, por su apoyo brindado en este proyecto.

A los profesores- investigadores quienes con su apoyo despejaron mis dudas.

A mis compafieros y amigos que aportaron conocimientos, momentos buenos y

maravillosos durante mi estancia en Tuxtepec, muchas gracias a todos.



RECONOCIMIENTO

El presente trabajo fue realizado en el departamento de Biotecnologia de la Universidad del
Papaloapan (UNPA) campus Tuxtepec bajo la direccion del Dr. Andrés Aguirre Cruz.

Se contd con el financiamiento y beca del Consejo Nacional de Ciencia de Ciencia y
Tecnologia CONACYT a través del proyecto CB2012/182222.



PRODUCTO

Solano-Martinez. M.G, Pefia-Castro, J.M, Aguirre-Cruz, A. OBTENCION DE
NANOFIBRAS DE CELULOSA MEDIANTE HIDROLISIS ENZIMATICA A APARTIR
DE RAQUIS DE PLATANO MACHO (Musa paradisiaca L.).IV Encuentro internacional
sobre Biotecnologia UATX. 03-06 de Diciembre de 2017.Tlaxcala, Tlax. México.



INDICE

INDICE DE FIGURAS ... .ottt e e st e et e et e e e nrae e e nee e aneeeannee s iv
INDICE DE TABLAS ..ottt sttt sttt sttt st ne et e v
RESUMEN ...ttt ettt et s et st e e st et nb et et e ebesteneene e 1
INTRODUGCCION ...ttt s e s e s ae e e st e e e ene e e e nneeeaseeesneeesnseeesnneeens 3
1. PLATANO MACHO .. ..ottt 5
I R 1= V(o 1 1o 4 - WSS PPRURSRSRI 5
A (oo 11T od o] USSP PRURRR 5
1.3 Estructura del raquis de PIAtaN0...........cevveieiieieece e 7

2  FIBRAS NATURALES ...ttt e e ennee e 7
2.1 Fuentes lignOCEIUIOSICAS ..........ccoveiiiiiiiiieeee e 7
2.2 Residuos lignoceluldsicos primarios y SEecUNdarios. ..........cccceveeeeieerieeieseese e 8
FZ T Y o [ o7 Uod o] T ST 9

3 CELULOSA .ttt bttt ettt 9
00 R L £ (1 o4 (1 - PP STOP PP 9
3.2 COMPOSICION QUIMICA .vvvevierierieieesiesiestesteeseesieee e stestestestessesseeseesaeseessessessesseaseenens 10
3.3 HEMICEIUIOSA. ...ttt 11
3.4  Pretratamientos para la obtencion de celulosa............cccoocvvveiveieiieiiccecccee, 12
3.4.1  Pretratamiento ACIHO ......c.cierieieeesie e 12
3.4.2  Pretratamient0 alCaliNg ...........ccoiieiiiiiiieriee e 13
3.4.3  Pretratamiento €NZIMALICO .......oicviiiiiieieieie e 14
3.4.4  Pretratamiento FiSICOS ....viiviiiiiiriiiiieie e 14
3.4.5  Pretratamientos fiSICOQUIMICOS. .......cuiiiiiiirieie et 14



4

5

6

10

11

12

MaterialeS COMPUESTOS .......viiiieiiie ittt ae et e e ae e be e s e e sbeesrreereeas 15
NANOMALETTAIES ...t 15
Nanofibras de Celulosa (NFC) ..o 16
6.1  Procesos de obtencion de nanofibras ... 16
6.1.1  HidroliSiS ACIHA ......c.viviieiiiieii e 16
6.1.2  HidrolisiS @NZIMALICA ..........coviiriiieiiiieieee e 17
6.2  Clasificacion de las nanofibras de Celulosa ...........coouvereiiniieiiiiiiccc 18
6.2.1  Microfibrillas de CElUIOSA ..........cooiiiiiiiie s 18
6.2.2  Nanofibras de CelUIOSA............cuiiiiiiiiii e 18
DiSEN0 de EXPEIIMENTOS. ......ccviiiiieeie ettt re e sreesaeeneenras 19
Optimizacién de nanofibras en sistemas vegetales............ccceveivieiierr s 20
JUSTIFICACION ..ottt 23
HIPOTESIS ..ottt 24
OBIJETIVO GENERAL ...t 24
111 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ooveeieeeeeeeeiesee s sen s esesses s 24
MATERIALES Y METODOS........c.coeiieieeteeeseeeesieses s issssenssss s s s senas s, 25
12.1 Material DIOIOGICO ........oveiiiiiieieiece e 25
12.2  Aislamiento de CelUIOSa ..........ccoiiiiiiiiiie 26
12.3 Rendimiento de celulosa obtenida.............ccooveiiiiiiiiiiii e 27
12.4 Pretratamiento ACTHO..........oiveiiiiecire e 27
12.5 Hidrolisis enzimatica de 1as fibras ............ccooovieiiiiicceee, 27
12.6 Disefio eXPerimental. ... 28
12.7  AzUcares reductores tOtalES .........cooeiiiieiieiie e 29
12.8  CAraCteriZACION .....c.iitieciieiiieee et 30



12.8.1 Distribucion de tamafio de particula (DTP).....ccccceeveivieviciiciecce e 30

12.8.2 Microscopia electronica de barrido (SEM) ......ccoveeieevicii i 30
12.8.3 Difraccion de Rayos X (DRX) .....ccccuiiriririiiienie e 31
12.8.4 Anélisis de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).......ccccocevvrerrivnrenen. 31
12.8.5 Andlisis de comportamiento ReOIOQICO.........covvvrieiiiiiieiieiere e 31

13 RESULTADOS ...ttt nne e 33
13.1 Obtencidn de celulosa de raquis de M. paradisiaca...........c.cccevvevvevvesieerneeenne. 33
13.2 Hidrolisis enzimatica de las fibras de raquis pretratadas ..........c.ccoceovrirencnee. 33
13.3 CaAraCteriZACION ... .c.i ittt 39
13.3.1 Distribucion de tamafio de partiCula............c.ccceeverieiieii e 39
13.3.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) ......cccccovvvveviiiiviecie e 41
13.3.3 Difraccion de Rayos X (DRX) .....cocuiiiiriiiiiienie e 44
13.3.4  Anélisis de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).......cccccocvvvrerrvnrenen. 46
13.3.5 Analisis del comportamiento Re0lOJICO..........ccceeieieeiiiic e 47

14 CONCLUSIONES. ... oottt srn e e nneeaneas 51
15 PERSPECTIVAS. .ot 53
16 BIBLIOGRAFTA ...ttt 54



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama de la configuracion de las fibras del raquis de platano ..............cc......... 7
Figura 2. Estructura molecular y orden de celulosa..........ccocoeviiiiiniiiniieeceee e 10

Figura 3. Cadenas de celulosa unidas mediante enlaces por puente de hidrogeno inter e

INEFAMOIECUIAIES. ...ttt b et enes 11
Figura 4. Estrategia EXPerimental ... 25
Figura 5. Efecto del contenido de azdcares reductores en la hidrdlisis enzimética ............ 36

Figura 6. Efecto de los tratamientos en el contenido de azlcares reductores en la hidroélisis

enzimatica vista €n SUPEIfICIE 3D ......c.coiviiiiieiieie e 38

Figura 7. Distribucién de tamafio de particula de microfibras de celulosa (MFC) y
nanoparticulas de CElUIOSa (NPC).........cooiiiiiiiie e 40

Figura 8. Imagenes de SEM de celulosa obtenida a partir de raquis de platano.................. 42

Figura 9. Iméagenes de SEM de Nanoparticulas de celulosa (NFC) secadas por liofilizacion

Figura 10. Patrones de difraccion de rayos X de microfibras de celulosa (MFC) y

nanofibras de celulosa (NFC) obtenidas por hidrolisis enzimatica............cccccceveivevieennenne. 45

Figura 11. Termogramas de DSC de microfibras de celulosa (MFC) nanofibras de celulosa
extraidas por hidrolisis enzimatica (NFCH) y nanofibras de celulosa extraidas por
0] L= S0 ] o [ (N TSRS 46

Figura 12. Comportamiento reoldgico de suspensiones de microfibras de celulosa (MFC),
nanofibras de celulosa extraidas por hidrélisis enzimatica (NFCH) y nanofibras de celulosa
extraidas por ultrasonido (NFCU), evaluadas a 90 °C. G'........ccceovieeviveieiiie s 48

Figura 13. Comportamiento reologico de suspensiones de microfibras de celulosa (MFC),
nanofibras de celulosa extraidas por hidroélisis enzimatica (NFCH) y nanofibras de celulosa
extraidas por ultrasonido (NFCU), evaluadas a 40 °C. G'........ccccoeiieieeie e, 50



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Principales estados productores de platano ...........ccccoevereinineneiiineece e 6
Tabla 2.Principales municipios productores de platano macho............ccccccevveveiiciiccecnee. 6
Tabla 3. Tipos de pretratamiento mas utilizados en fibras celuldsicas.............ccccccevervennne 12
Tabla 4. Clasificacion de los disefios experimentales. ...........ccovvevviieiiieiiieie e 20
Tabla 5. Caracteristicas de 12 ENZIMA ........ccccceiiiiiiiiciee e 26

Tabla 6. Factores para el disefio experimental Box-Behnken en la hidrolisis enzimética de

platano macho (Musa paradiSiaca L.). ........ccccveiiiiiiiieie e 28

Tabla 7.Matriz del disefio experimental Box-Behnken de un sistema de tres factores con

valores codificados Y VAlOres rEAIES. ..........ccco i 29

Tabla 8. Matriz del disefio experimental de la MSR utilizada para optimizar el proceso de
hidrolisis enzimatica (Accellerase ®1500) de las fibras de raquis de platano y la generacion

0B AZUCAIES FEUUCTOIES. ...ttt ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e et eeeeeeeeeeenreeeens 34

Tabla 9. ANOVA para modelo de superficie de respuesta cuadratica. ............cccevevvervennnne 39



RESUMEN

Los desechos de cultivos agricolas, como el del platano (Musa paradisiaca L), han ido en
aumento en la actualidad (75.73 millones de toneladas), esto se debe al uso principal de las
hojas y del fruto, mientras que el pseudotallo y el raquis no son aprovechados en su
totalidad por esta razon diversas investigaciones han sido desarrolladas para poder
aprovechar estos residuos lignoceluldsicos provenientes de cultivos agricolas. En la
actualidad, en la basqueda de nuevos materiales (nanomateriales), se recurre a las fibras
(celulosa) contenidas en los residuos lignocelulésicos; tal es el caso de las nanofibras de
celulosa (NFC), estas presentan caracteristicas de biodegradabilidad, resistencia mecanicay
estabilidad térmica. Las nanofibras se pueden obtener mediante hidrélisis acida o
enzimética, siendo esta ultimo un método menos agresivo. Para obtener un mayor
rendimiento en la obtencion de materiales, se recurre al disefio de experimentos, en la
optimizacion de los procesos se utiliza la metodologia de superficie de respuesta (MSR),
donde se modela y analiza la respuesta de interés. El trabajo consistié en obtener nanofibras
de celulosa del raquis de platano, mediante una hidrolisis enzimatica, utilizando la MSR

para optimizar el proceso de hidrdlisis para la obtencién de NFC.

El rendimiento para la obtencion de la celulosa a partir del raquis de platano fue del
25+0.69%. EI modelo matematico para la optimizacion del proceso de hidrolisis enzimatica
fue adecuado, con coeficiente de determinacion de 87%. El mayor contenido de azUcares
reductores (AR) fue cuantificado (2.29 mg/mL) en el tratamiento No. 3 del disefio de MSR
después de la hidrolisis (utilizando 100 mg de MFC, 60 pL de enzima y un tiempo de 60
min). Las NFC de este tratamiento presentaron un distribucion tamafio de particula (DTP)
muy homogéneo y tamafio promedio de 70 nm, mientras que las micro fibras de celulosa
(MFC) presentaron una DTP bimodal entre 1280 y 4150 nm.

El anélisis morfoldgico mediante SEM permiti6 evaluar los cambios en la morfologia de las
muestras (MFC y NFC). Las NFC presentan tamafios extremadamente pequefios,
homogéneos y morfologia muy diferente en comparacion con las MFC, debido al proceso

de hidrdlisis enzimética (HE). El analisis de la difraccion de rayos X (DRX), permitio



observar en las MFC un patron de difraccién caracteristico para la celulosa (polimorfismo
tipo 1) y un porcentaje de cristalinidad del 72.74 y 65.52 para las MFC y NFC
respectivamente. Mientras que el patron de difraccion para las NFC presentan un
desfasamiento de los picos, con pérdida (260= 15°) y aumento (26=22°) de la intensidad. Las
MFC, presentaron tres temperatura de transicién térmica (125, 260 y a 300 °C)
caracteristicas de los fendmenos de evaporacién de agua y fusion de celulosa. En el caso de
las nanofibras de celulosa extraidas por hidrdlisis enzimatica (NFCH) y nanofibras de
celulosa extraidas por ultrasonido (NFCU), estas también exhiben tres temperaturas de
transicion (125, 260 y 300 °C). Sin embargo estas temperaturas se ven ligeramente

desfasadas y mas acentuadas en comparacién con las MFC.

El andlisis reoldgico de las suspensiones (0.5 % p/p) de MFC, NFCH y NFCU a una
temperatura de 90 °C (inicio de la gelificacion) permitié observar y comparar el dominio
del modulo elastico (G’), sobre el modulo viscoso (G’’). Estas mismas suspensiones fueron
evaluadas en la etapa de la formacion del gel a 40 °C, las NCH y NFCU presentaron

consistencias parecida a un gel con enlaces entrecruzados.

Se logro establecer y optimizar el proceso de hidrdlisis enzimatica parcial para la obtencion
de NFC a partir del raquis de platano, se determind que el material obtenido tiene la
capacidad de formar geles con menor concentracién en comparacién al de otras fuentes de
celulosa reportadas en literatura; estas NFC podrian tener una aplicacion muy importante
como agentes de refuerzo en matrices poliméricas o bien podrian ser funcionalizadas para

aplicaciones especificas.



INTRODUCCION

Los desechos de la industria platanera (platano macho Musa paradisiaca L.) han sido en
aumento debido a la demanda de este producto, esto se debe a que solo a la fruta y hojas (en
ocasiones) se les da utilidad, mientras que al pseudotallo y el raquis son desechados. Valdez
et al., en 2010 publicaron datos oficiales que establecen que en México se produjeron 75.73
millones de toneladas de materia proveniente de diferentes cultivos, siendo un problema
potencial. Sin embargo, los residuos lignocelulésicos presentan fibras (celulosa) que
pueden tener diferentes aplicaciones una de ellas es en el refuerzos de materiales
compuestos (Lilholt y Lawther, 2000), estos estan formados por un material especifico de
relleno, que a su vez sirve de refuerzo y una resina aglomerante con objeto de lograr
caracteristicas y propiedades deseadas. Sin embargo, se buscan nuevos materiales que
presenten una elevada relacion de resistencia y rigidez-peso, tal es el caso de los
nanomateriales (Smith y Hashemi, 2006). Uno de los materiales que entran en este rubro
son las nanofibras de celulosa ya que tiene las ventajas como rigidas y cristalinas,
mejorando la permeabilidad en matrices poliméricas (Tibolla et al., 2014), entre otras,
siendo un material utilizado en diferentes aplicaciones (biocompositos, implantes
quirdrgicos, empaques, automotriz, entre otras.). Existen diferentes métodos para obtencion
de celulosa a partir de residuos lignocelulosicos, estos pueden ser alcalinos, con acidos,
enzimaticos, fisicos y fisicoquimicos; a partir de la extraccion de celulosa pueden llevarse a
cabo hidrolisis acida (Galbe y Zacchi, 2002) o enzimatica (Pierre et al., 2011) para la
obtencion de nanofibras, siendo esta ultima un método menos agresivo con el medio. En la
actualidad se buscan procesos en los que se obtenga un mayor rendimiento, para la
optimizacion de procesos se recurre a herramientas como el disefio de experimentos, que
ayuda a investigar los efectos de los factores sobre la respuesta al mismo tiempo. Estos
experimentos consisten en una serie de corridas o pruebas, en las que se realizan cambios
en variables de entrada, esto ayuda a identificar las condiciones del proceso y los
componentes del producto que afectan, siendo una forma mas eficaz de hacer pruebas en
los procesos, en el caso de la optimizacién se utiliza una metodologia de superficie de
respuesta (Gutiérrez y de la Vara, 2008). El uso de la metodologia de la superficie de



respuesta es para el modelo y analisis de problemas en los que una respuesta de interés

recibe es influenciada por diversas variables y donde el objetivo es optimizar esta respuesta.

Por lo que en este trabajo se utiliz6 como alternativa en la obtencién de nanofibras de
celulosa, de desechos lignocelulésicos de la industria platanera (raquis), y mediante una
hidrolisis enzimatica se obtuvieron fibras en escala nanométrica, para esto se utilizé un
disefio de experimentos y una metodologia de superficie de respuesta para optimizar el
proceso de hidrolisis y la obtencion de nanofibras con propiedades distintas a las obtenidas

de fuentes de celulosa convencionales.



1. PLATANO MACHO

1.1 Taxonomia

La planta o mata de platano, es un arbusto monocotiledéneo de tipo perene de la familia
Musaceae, que puede alcanzar hasta 7 metros de altura. Es una planta de consistencia
herbacea y estolonifera que posee tallo subterraneo, que también se le llama rizoma corto o
basal, y en donde se almacenan los elementos nutritivos elaborados por las hojas. Tiene un
pseudotallo o vaina formada por las cortezas de las hojas enrolladas y adheridas unas sobre
las otras, lo que les confiere su consistencia caracteristica. Es un tallo endeble que
sorprendentemente puede soportar el peso de un racimo con numerosos frutos, a pesar de su
aparente fragilidad. Tiene enormes hojas, con un macizo en el centro en donde se desarrolla
un vastago que crece a una velocidad considerable alrededor de 8 cm por dia. Tiene un
vastago o tallo floral que termina en una enorme inflorescencia de color rojo oscuro, sobre

la cual se forma el racimo (Anido y Cartay, 2010).

1.2 Produccion

En México el platano es uno de los frutos mas cultivados. En 2013, Chiapas fue el estado
con la mayor superficie sembrada, generando una produccion de 723,626 toneladas de

platano, seguida de otros estados de la republica mexicana (Ver tabla 1).



Tabla 1. Principales estados productores de platano
Pais
Chiapas
Veracruz
Tabasco
Nayarit
Colima
Michoacan
Oaxaca
Guerrero
Jalisco
Puebla
Quintana Roo
Yucatan
Campeche
Estado de México

Morelos

Produccién en
Toneladas
723,626

277,515
526,968
37,201
166,054
9,9893
69,140
70,734
120,969
26,800
5,710
1,114
1,337
214
492

Fuente: SIAP-SAGARPA, (2013)

Por otro lado en el municipio de San Juan Bautista Tuxtepec en la cuenca del Papaloapan es

el principal productor de platano macho con una produccién de 37,594 toneladas, seguida

de otros municipios (Tabla 2).

Tabla 2.Principales municipios productores de platano macho.

San Juan Bautista Tuxtepec
San Pedro Tututepec
Santa Maria Huatulco

Santa Maria Jacatepec

37,594
8,011
3,816
1,430

Fuente: SIAP-SAGARPA, (2013)



1.3 Estructura del raquis de platano

Ganfan et al. (2008), mencionan que la estructura que tienen las fibras del raquis pueden
agruparse en dos niveles: microscopico y nanoscépico. El primero esta formado por haces
vasculares y fibras elementales, el segundo formado haces de microfibrilla y microfibrillas

de celulosa como se muestra en la figura 1.

Figura 1. Diagrama de la configuracion de las fibras del raquis de platano (Gafian et al., 2008).

2 FIBRAS NATURALES

2.1 Fuentes lignocelulosicas

Los materiales residuales procedentes de bosques y de algunos cultivos, asi como de la
industria maderera, se puede emplear para la obtencién de biopolimeros como la celulosa y
otros derivados (lignina, hemicelulosa y pectinas). Esencialmente, tres categorias de plantas

7



son usadas en la produccion de fibras no madereras; fibras procedentes de plantas (gj. lino,
cafiamo, yute, y kenaf), fibras de la hoja (ej. sisal, pifia, platano y abacd) y fibras de
semillas (ej. algodon y coco). En teoria, casi cualquier planta fibrosa puede ser utilizada,
algunos ejemplos son la paja de trigo, maiz, paja de arroz, bagazo de cafia y hierbas
silvestres como pastos y bambu (Lilholt y Lawther, 2000).

2.2 Residuos lignoceluldsicos primarios y secundarios

Los residuos lignoceluldsicos se encuentran en la biomasa vegetal y permiten la obtencion
de productos sustentables y no contaminantes del medio ambiente, asi mismo son
considerados como sobrantes o subproductos de bajo valor agregado, el material
lignocelulosico esta conformado sobre todo por tres polimeros, celulosa, hemicelulosa y
lignina, cuya interrelacion es compleja. En general las caracteristicas de los residuos
lignocelul6sicos son muy variadas, dependen de la materia prima y del proceso que los
genero, no obstante, comparten una caracteristica principal que es el contenido de materia

organica constituida por diferentes porcentajes de celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina.

Valdez et al., (2010) publicaron datos oficiales de 2006 que establecen que en México se
produjeron 75.73 millones de toneladas de materia seca proveniente de 20 cultivos, de los
cuales 60.13 millones de toneladas corresponden a residuos primarios, obtenidos al
momento de la cosecha, entre los que estan las hojas y tallos del maiz, tallos y vaina de
sorgo, puntas y hojas de cafia de azlcar, paja de trigo, paja de cebada y de frijol, asi como
cascara de algodon. El resto, 15.60 millones de toneladas, corresponden a residuos
secundarios obtenidos del procesamiento post-cosecha, como el bagazo de cafia de azUcar,

mazorcas Yy olotes, bagazo de maguey o agave, asi como pulpa de café.

Algunos datos que sirven para tener una idea del volumen de residuos que generan
diferentes tipos de industrias son los siguientes: la industria de la cerveza solamente utiliza
el 8% de los componentes del grano, el restante 92%, es un residuo; la industria del aceite
de palma utiliza el 9%, el 91% restante es un residuo; la industria del café utiliza el 9.5%, el
90.5% restante es un residuo y la industria del papel utiliza menos del 30%, el resto es un

residuo.



2.3 Aplicaciones

Los residuos lignocelul6sicos se emplean directamente para la obtencion de productos
energéticos secundarios por un proceso de pirolisis, de gasificacion o de reformado
catalitico con vapor, asi como por hidrélisis quimica o enzimatica y fermentacién etandlica.
Se trata de productos de bajo valor afiadido que presentan una rentabilidad ligada a los

precios de los combustibles convencionales.

No obstante, se pueden obtener una amplia gama de productos de alto valor agregado como
celulosas para usos textiles, alimenticios o farmacéuticos, fibras papeleras, paneles,
derivados de la lignina usados como adhesivos y derivados hemicelulésicos como xilosa,
manosa. Recientemente, existe otra area de aplicacion como en refuerzos de materiales
compuestos (Lilholt y Lawther, 2000).

3 CELULOSA

3.1 Estructura

La celulosa, el principal componente estructural de la pared celular vegetal, es un polimero
de enlaces glucosidicos p-(1-4) que se estructura en largas cadenas lineales (microfibrillas)
unidas por puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals intramoleculares, formando
una estructura cristalina resistente a la hidrélisis y regiones amorfas susceptibles a la
degradacion enzimatica (Cuervo et al., 2009). El tamafio de sus cadenas es variable, ya que
presentan grados de polimerizacién, nimero de unidades de repeticion de la glucosa muy
variables. En su organizacion estructural, cada residuo de glucosa esta invertido con
relacion al residuo contiguo presentando asi una orientacién espiral de 180°, lo que resulta
en una cadena lineal de residuos de azlcar con unidades alternadas en cuanto a la
disposicidn del oxigeno piranosico, siendo la celobiosa (disacarido) la unidad de repeticion.
Con esta disposicion, la union hemiacetalica entre residuos de glucosa se ve fortalecida por
las interacciones por puente de hidrégeno entre residuos adyacentes de glucosa. Ademas,
como resultado de dicha organizacién estructural (Figura 2), cada cadena de celulosa

dispondra de un extremo reductor, con un grupo reductor hemiacetal libre en la posicion



C1, y de un extremo no reductor, con el carbono anomérico implicado en la formacion del
enlace glicosidico B-(1-4) (Pinkert et al., 2009).

Figura 2. Estructura molecular y orden de celulosa (Lilholt y Lawther, 2000).

3.2 Composicion quimica

Las microfibrillas de celulosa son en su mayoria independientes, pero la ultraestructura de
la celulosa se debe en gran medida a la presencia de los enlaces por puente de hidrégeno y
fuerzas de Van der Waals (Fig. 3). Las regiones donde las microfibrillas se encuentran bien
ordenadas se denominan regiones cristalinas, mientras las regiones menos ordenadas se
conocen como regiones amorfas. Cuanto mas cristalina es la celulosa, mas dificil es de

degradar, volviéndose altamente recalcitrante (Zhang et al., 2013).
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Figura 3. Cadenas de celulosa unidas mediante enlaces por puente de hidrégeno inter e
intramoleculares (Pinkert et al., 2009).

Las zonas amorfas presentes en la celulosa han sido descritas como zonas de anclaje para la
hemicelulosa. El desorden de estas zonas facilita el acceso a las enzimas hidroliticas, por lo
que el aumento de las regiones amorfas de la celulosa mediante diferentes pretratamientos,
proporciona un medio para aumentar su digestibilidad. La alta estabilidad quimica y
mecénica de la celulosa asi como su naturaleza hidrofébica son consecuencia tanto de la
fortaleza enlaces glucosidicos, como del gran nimero de puentes hidrogeno. Los puentes
hidrégeno no sélo actian como interconectores de las unidades de celobiosa, sino que
también parecen participar en las propiedades hidrofobas del polimero (Pinkert et al.,
2009).

La celulosa es rica en grupos hidroxilo, pero como consecuencia de su forma lineal y alta
cristalinidad, poca agua puede entrar y ser acomodada dentro de las microfibrillas por lo

que el polimero es menos hidrofilo (Pinkert et al., 2009).

3.3 Hemicelulosa

Es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por pentosas (D-xilosa, L-
arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) que forman cadenas
ramificadas y los &cidos 4-D-metlglucurénico, D-galacturonico y D-glucuronico, los
azlcares estan unidos por enlaces f-1,4 y ocasionalmente por enlaces -1,3 (Cuervo et al.,
2009).
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Quimicamente, la hemicelulosa difiere de la celulosa en tres aspectos, en primer lugar,

contiene varias unidades diferentes de carbohidratos, mientras que celulosa contiene solo

unidades de glucosa; en segundo lugar, presenta una cadena polimérica ramificada que da

lugar a regiones amorfas, mientras que la celulosa es un polimero lineal y en tercer lugar, el

grado de polimerizacion de la celulosa es de 10 a 100 veces mayor que el de la

hemicelulosa. La hemicelulosa es de naturaleza hidrofilica, soluble en alcali y facilmente

hidrolizada en acidos (Maya, 2008).

3.4 Pretratamientos para la obtencion de celulosa

Existen diversos pretratamientos que pueden ser utilizados para obtener material celuldsico

(Tabla 3).

Tabla 3. Tipos de pretratamiento mas utilizados en fibras celulésicas

Fisico - Pulverizado Mecanico
- Ultrasonicacion
Quimicos -Ozonolisis

-Hidrolisis con acidos
-Hidrolisis Alcalina

Fisicoquimico -Exposicién a vapor

-Explosion de fibra con amoniaco
(AFEX)

Biologico -Tratamiento con Hongos
-Tratamiento con bacterias

-Tratamiento con enzimas

3.4.1 Pretratamiento acido

Molienda

>300 °C

-Ozono a temperatura y presion
ambiente.

-H,S0O., HCI, HNO

-NaOH

-Vapor saturado a 160-260 ° C.
-1-2 kg de amoniaco /kg de

material seco 90 °C/30min.

-Aspergillus Niger
-Bacillus Sp

-Celulasas

El pretratamiento tiene como objetivo solubilizar la hemicelulosa y de esta forma hacer mas

accesible la celulosa. Estos pretratamientos pueden realizarse con &cidos diluidos o
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concentrados. La principal reaccion que ocurre durante el pretratamiento acido es una
hidrolisis de la hemicelulosa, especialmente en xilosa, la hemicelulosa solubilizada
(oligbmero) puede ser sometida en medio acido a reacciones hidroliticas que hacen que
produzcan mondmeros y otros productos volatiles. A una temperatura moderada, la
sacarificacion tiene bajos rendimientos. A altas temperaturas el tratamiento con acido
favorece la hidrolisis de la celulosa y se hidroliza cerca del 80% de la hemicelulosa. La
lignina no se solubiliza pero si aumentan los rendimientos de la hidrolisis enzimética (Sun
etal., 2001).

Existen dos pretratamientos, acido a altas temperaturas (entre 160-200°C) y bajas cargas de
solidos (5-10 % peso sustrato/peso mezcla), y a bajas temperaturas (120-160°C) con alta
carga de solidos (10-40%). Estos tipos de pretratamientos han sido probados con éxito en
materiales lignoceluldsicos como madera, paja de trigo, bagazo de cafia, desechos de maiz,
entre otros. En estos pretratamientos es utilizado el H2SO4, HCI, HNO3 entre 1-5% (Guo
et al., 2009).

3.4.2 Pretratamiento alcalino

En este pretratamiento las primeras reacciones que dan lugar son la solvatacién y
saponificacion provocando una hinchazon de la biomasa y haciéndola méas accesible para
enzimas y bacterias. Bajo condiciones de alcalinidad ocurre ademas de la hidrolisis
alcalina, la degradacion y descomposicion de los polisacéaridos disueltos. La pérdida de

polisacaridos es debida a las reacciones hidroliticas.

Un aspecto importante de esta etapa alcalina es que la biomasa en si misma consume algo
de alcali. Y por tanto la concentracion de &lcali residual después del pretratamiento es el
alcali que no participo en la reaccién. En cuanto a la lignina el pretratamiento alcalino
puede causar su solubilidad, redistribucion y condensacion, estos efectos pueden disminuir
0 contrarrestarlos efectos de remocién de lignina e hinchamiento de la celulosa. Este
pretratamiento también puede causar un cambio en la estructura de la celulosa a una forma
que es mas densa y termodindmicamente mas estable que la celulosa sin tratamiento
(Hendriks y Zeeman, 2009).
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3.4.3 Pretratamiento enzimatico

Es un mecanismo mediado por celulasas incluye basicamente una accion sinérgica de dos
tipos enzimaticos denominados exo y endoglucanasas. Estas tltimas (endo 1,4 B-glucan—
glucano-hidrolasas) hidrolizan puntos al azar de las cadenas celulésicas, produciendo
polisacéridos de un amplio rango de tamafio molecular. Las endonucleasas actlan sobre
enlaces glucosidicos adyacentes a los extremos no reductores, liberando fragmentos de bajo
peso molecular a partir de los extremos generados por las enzimas mencionadas. El
resultado final es la produccion de una mezcla de glucosa, celobiosa, y oligosacéridos
cortos, el uso de enzimas esta ligado a la resolucion de ciertos problemas como largos

tiempos de hidrolisis e inversion de energia.

3.4.4 Pretratamiento fisicos

3.4.4.1 Fragmentacion mecanica y pirolisis

En este método el material lignocelul6sico es fragmentado, triturado y molido (hasta 0.2-2
mm) para aumentar el area de contacto, esto facilita el acceso de las celulasas a las fibras de
celulosa y aumentando conversion en tratamientos enzimaticos (Millet et al., 1979) en la
pirdlisis la lignocelulosa se descompone en diferentes productos y carbon residual cuando
es tratada con temperaturas altas de hasta 300°C (Kilzer y Broido, 1965). Aungue es un
método eficiente para tratar el material lignoceluldsico tiene un costo elevado en

comparacion con otros metodos.

3.4.5 Pretratamientos fisicoquimicos

3.4.5.1 Explosién por vapor

Es uno de los pretratamientos mas efectivos para las maderas duras y desechos agricolas,
pero menos eficiente para maderas suaves. La biomasa es tratada con vapor saturado a una
temperatura de 160-260 °C (0.69-4.83 MPa) durante cierto tiempo causando reacciones de
autohidrdlisis, donde la hemicelulosa y la lignina son convertidos en oligdmeros solubles.
La adicion de H2SO4 mejora la posterior hidrolisis enzimatica y disminuye la produccién

de compuestos inhibitorios. Los factores que afectan el proceso son el tiempo del
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tratamiento, la temperatura, el tamafio de particula y el contenido de humedad (Duff y
Murray, 1996). Las ventajas de este método son un requerimiento bajo de energia
comparado con los métodos fisicos convencionales que requieren 70% mas energia para
alcanzar el mismo tamafio de reduccion de las particulas. Las limitaciones del proceso son
las destrucciones parciales del xilano y la separacion incompleta de la lignina y los
carbohidratos asi como la generacion de compuestos inhibitorios para los microorganismos

utilizados en el proceso de fermentacion (Mackie et al., 1995).

4 Materiales compuestos

Un material compuesto se puede definir como dos o mas materiales (fases o constituyentes)
integrados para formar un material nuevo. Los constituyentes conservan sus propiedades y
el nuevo compuesto tendra propiedades distintas a la de cada uno de ellos. La mayoria de
los compuestos estan formados por un material especifico de relleno, que a su vez sirve de
refuerzo y una resina aglomerante con objeto de lograr caracteristicas y propiedades
deseadas. Los materiales compuestos pueden ser de muchos tipos, los que predominan son

los fibrosos (compuestos o fibras en una matriz) y compuestos o particulas en una matriz.

Los materiales compuestos han sustituido a numerosos componentes mecanicos, en
particular en la industria aerondutica, electronica, de la aviacion, automotriz, estructuras
civiles y de equipos deportivos. Una de las razones es su elevada relacion de resistencia y

rigidez-peso (Smith y Hashemi, 2006).

5 Nanomateriales

Los nanomateriales son aquellos materiales que tienen escala de longitudes caracteristicas
(esto es diametro de las particulas, tamafio de los granos, es espesor de las capas, etc.)
menor a 100 nm (1nm = 10 -9m). Los nanomateriales pueden ser metalicos, poliméricos
ceramicos, electronicos, pero desarrollados con una dimension en la escala nanométrica.
Tienen propiedades que permiten el desarrollo de materiales y dispositivos con
funcionalidades y caracteristicas completamente nuevas. En esta area se incluyen agregados
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atomicos y particulas de hasta 100 nm de didmetro, fibras con diametros inferiores a 100
nm, laminas delgadas de espesor inferior a 100nm, nanoporos y materiales, las propiedades

dependeran de su morfologia (Smith y Hashemi, 2006).

6 Nanofibras de celulosa (NFC)

Son materiales celuldsicos que tienen dimensiones dentro de los rangos nanomeétricos y
pueden ser obtenidos de diferentes fuentes lignoceluldsicas, su tendencia 0 magnitud del
diametro es de 10 a 20 nm y la de su longitud es 10 veces 0 mas que la de su diametro, esto

hace que sea sensible a diferentes campos de aplicacion (Khalil et al., 2014).

Las nanofibras de celulosa ofrecen muchas ventajas, pues son mecanicamente resistentes,
rigidas y muy cristalinas por lo que son diversas las aplicaciones que pueden encontrar en
la biomedicina, farmacéutica, y sobre todo en la industria de papel, también pueden

funcionar como agentes en matrices poliméricas de refuerzo.

La adicién de nanofibras de celulosa a matrices poliméricas culmina en materiales
compuestos con mejores propiedades mecanicas de permeabilidad (Tibolla et al., 2014).
Las propiedades resistentes, la ligereza y la excelente conductividad eléctrica que los
caracteriza lo convierte en un material ideal que puede tener diferentes aplicaciones en la
industria confeccionando chalecos de proteccion ultraligeros, pantallas de dispositivos
electronicos, elaboracion de biocomposito, y en el area de la medicina como implantes
quirargicos (Ramirez, 2010). Asi como también se le puede dar una aplicacion en

empaques de alimentos, y en la industria automotriz.
6.1 Procesos de obtencidn de nanofibras

6.1.1 Hidrdlisis acida

La hidrolisis acida consiste introducir un acido, que se incorpore profundamente en la
estructura morfologica de la celulosa que mediante catalizadores acidos, transforman las

cadenas de polisacaridos que forman la biomasa (hemicelulosa y celulosa) en sus
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monomeros elementales. Este tipo de hidrolisis puede realizarse empleando diferentes
clases de &cidos, como el acido sulfuroso, clorhidrico, sulfarico, fosférico, nitrico, y
férmico, sin embargo los &cidos clorhidricos y sulfuricos han sido empleados a escala

industrial.

Los procesos industriales de hidrolisis acidas pueden agruparse en dos tipos: los que

emplean acidos concentrados y los que utilizan &cidos diluidos.

Los procesos que implican acidos concentrados operan a bajas temperaturas y los procesos
que emplean &cidos diluidos tienen una ventaja el bajo consumo de acidos, sin embargo se
requieren relativamente altas temperaturas para alcanzar rendimientos aceptables (Galbe y
Zacchi, 2002).

6.1.2 Hidrdlisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa es llevada a cabo por enzimas celulasas que poseen
una alta especificidad. Los productos de las hidrolisis son en si mayoria pentosas y hexosas,
incluida la glucosa, que puede ser fermentado por levaduras. Las condiciones de uno de la
hidrolisis enzimatica son suaves (pH 4.8 y temperatura entre 45 y 50 °C). Las bacterias y
hongos son capaces de producir microorganismos capaces de producir celulasas son las
bacterias del genero Clostridium, Acetovibrio, Microbispora y Streptomyces. Las Celulasas
comerciales estan centradas en hongos como Sclerotiumrolfsii, P. chysoporuim y especies
de Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum y Penicillium (Sun et al., 2001). Segun Pierre
et al. (2011), las celulasas son una mezcla de varias enzimas al menos tres grupos de

Celulasas estan involucradas en el proceso de la hidrolisis.

e Las endoglucanasas: estan atacan las regiones internas de baja cristalinidad en las
fibras de celulosa creando cadenas libres de enlaces.

e Las exoglucanasas o celobiohidrasas: degradan las moléculas por la eliminacion de
unidades de celobiosa desde los extremos de las cadenas,

e Las B-glucosidasas: hidrolizan celobiosa para producir glucosa.
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Aparte de estos tres grupos principales de enzimas de celulosa existen otras enzimas que
atacan la hemicelulosa como las glucoronidasas, acetillesterasas, xilanasas, B-xilosidasas,

galactomanasas y glucomanasas.

6.2 Clasificacion de las nanofibras de celulosa

6.2.1 Microfibrillas de celulosa

Las microfibrillas de celulosa son fibras unidas superficialmente mediante puentes de
hidrogeno que dan una o mas fibras, de formas ovoides o casi cuadradas en seccion
transversal con un diametro de 3-4 nm son inherentemente muy fuertes con resistencia a

atraccion superior al acero (Lilholt y Lawther, 2000).

6.2.2 Nanofibras de celulosa

Son materiales celuldsicos que tienen dimensiones dentro de los rangos nanométricos son
términos utilizados para la celulosa microfibrilada siendo la unidad estructural mas pequefia
de fibra vegetal aproximadamente de 1-100 nm de tamafio. Su composicion es cristalina
alterna, se produce generalmente a través de la presion mecanica antes o después de un
tratamiento quimico o enzimatico y con dominios amorfos, esto hace que sea sensible a

diferentes campos de aplicacion (Khalil et al., 2014).

Las nanofibras de celulosa ofrecen muchas ventajas pues son mecanicamente resistentes,
rigidas y muy cristalinas por lo que son diversas las aplicaciones que pueden atribuirseles
en la biomedicina, farmacéutica, y sobre todo en la industria de papel, también pueden

funcionar como agentes en matrices poliméricas de refuerzo.

La adicién de nanofibras de celulosa a matrices poliméricas culmina en materiales
compuestos con mejores propiedades mecanicas de permeabilidad (Tibolla et al., 2014).
Existen diversos métodos para producir nanofibras de celulosa, su aislamiento por lo

general consta de 3 pasos:

e El tratamiento previo de la materia prima.
e Hidrolisis parcial.
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e Desintegracion mecanica.

Durante el proceso hay condiciones que conducen a diferentes dimensiones nanomeétricas

afectando a las caracteristicas morfolégicas de las nanofibras.

6.2.2.1 Nanocristales de celulosa

Su forma es alargada de varilla, su flexibilidad es muy limitada respecto a las nanofibrillas
de celulosa ya que no contienen regiones amorfas, también conocidas como nanocilindros,
que pueden ser aisladas por métodos de hidrolisis acida. Suelen tener un didametro de 2-20
nm y su longitud es variable de 100 nm a varios micrémetros. El grado de cristalinidad
refleja su diversidad dimensional y de su morfologia dependeran las condiciones que tenga

la preparacion para aislarlas (Khalil et al., 2014).

De acuerdo a las técnicas de obtencidén de nanoparticulas, se opta por la generacion de
disefios de experimentos para disminuir las muestras que se realizaran y asi mismo observar
su tendencia y observar el comportamiento de los factores que intervienen en los

experimentos.

7 Disefio de experimentos

El disefio de experimentos (DOE) ayuda a investigar los efectos de variables de entrada
(factores) sobre variables de salida (respuesta) al mismo tiempo. Estos experimentos
consisten en una serie de corridas o pruebas, en las que se realizan cambios en variables de

entrada. En cada corrida se recolectan datos.

El (DOE) se utiliza para identificar las condiciones del proceso y los componentes del
producto que afectan para posteriormente determinar una configuracion de factores que

optimiza los resultados.

El disefio estadistico experimentos es la forma mas eficaz de hacer pruebas en los procesos.

Existen diferentes disefios que pueden ser utilizados como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Clasificacion de los disefios experimentales.

Disefio para comparar Disefio completamente al azar
dos 0 mas Disefio de bloques completos al azar
tratamientos Disefio de cuadros latino y grecolatino
Disefios para estudiar ~ Disefio factorial 2
el efecto de varios Disefio factorial 3
factores sobreunao  Disefio factorial fraccionado 2P
mas variables de
respuesta
Disefios para el modelo  Disefios factoriales 2y 2¢°°
o de primer orden Disefio de Plakett-Burman
Disefos para la o
o Disefio Simplex
optimizacion de L L
Disefios para el modelo Disefio Central compuesto
procesos oL
de segundo orden Disefio de Box-Behnken
Disefio Equirradial
o Arreglos ortogonales (disefios factoriales)
Disefios robustos L )
Disefio con arreglos interno y externo
Disefio simplex-reticular
o Disefio simplex con centroide
Disefios de mezclas oL o
Disefio con restricciones

Disefio axial

Dentro de los disefios experimentales se encuentra el disefio para la optimizacion de los
procesos, el cual es necesario utilizar una metodologia de superficie de respuesta (Gutiérrez
y de la Vara, 2008).

8 Optimizacion de nanofibras en sistemas vegetales

Diversas investigaciones han sido desarrolladas en los ultimos afios utilizando
pretratamientos bioldgicos como enzimas para reducir el tamafio de las fibras de diferentes

residuos lignocelulosicos.
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Para ello Henriknsson y Berglun (2007), realizaron investigaciones para la obtencién de
nanofibras de celulosa (NFC) a partir de madera blanda blanqueada como material
lignocelulosico utilizando una hidrolisis enzimatica (HE). Las nanofibras obtenidas por HE
presentaron un didmetro promedio de 38-42 nm observando asi que la hidrdlisis enzimatica

€s menos agresiva en comparacion con la hidrélisis acida.

George et al. (2011), realizaron una investigacion para la obtencion de nanocristales de
celulosa bacteriana (BCNC) para observar las propiedades mecénicas y térmicas para ello
utilizaron hidroélisis quimica(HQ) e hidrdlisis enzimética (HE) obteniendo como resultado
en la HE se obtuvieron nanocristales con un didmetro aproximado de 10-15 nm y una
longitud de 100-300 nm de igual forma se observd que en la HE se present6 una excelente
estabilidad térmica y una mejora de sus propiedades mecanicas en comparacion con la HQ.
Este tipo de nanoparticulas se espera que puedan tener un potencial en la preparacion de

peliculas de nanocompuestos y asi poder aplicarlas en el envasado de alimentos.

Tibolla et al. (2014), realizaron una investigacion para la obtencion de nanofibras de
celulosa (NFC) a partir de cascara de platano utilizando hidrélisis quimica (HQ) e hidrolisis
enzimatica (HE). Las nanofibras obtenidas por HQ y HE presentaron un diametro promedio
10.9 y 7.6 nm con una longitud de 454.9 y 2889.4 nm, respectivamente. El porcentaje de
cristalinidad para las nanofibras obtenidas por los métodos propuestos HQ y HE también
fue muy diferente, las nanofibras obtenida por HQ presentaron un porcentaje de
cristalinidad de 58.6 % mientras que las nanofibras obtenidas por HE presentaron un
porcentaje de cristalinidad de 49.2% lo que indica que el proceso de HQ genera particulas
mas cristalinas. Este tipo de nanoparticulas aisladas a partir de la cascara de platano por
ambos tratamientos pueden tener una aplicacién potencial como agente de refuerzo en

materiales compuestos.

Meyabadi y Dadashian (2014), realizaron una investigacion para la obtencion de particulas
finas de celulosa, a partir de fibras de algodon utilizando una hidrdlisis enzimética con
tratamiento ultrasonico y para optimizar su proceso utilizaron un disefio experimental Box-
Behnken. Las nanoparticulas obtenidas tienen una forma esférica y la mayoria de ellas se

encuentran en un rango aproximado de 40-90 nm, también se observo que el tratamiento
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enzimatico y de ultrasonido causaron un aumento en la cristalinidad y una disminucién en

el grado de polimerizacién del algodén.
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9 JUSTIFICACION

En los ultimos afios se han buscado formas para obtener polimeros de fibras naturales como
el algodon, lino, cafiamo, yute, madera, y raquis de platano. La celulosa se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza, siendo uno de los componentes principales de la
pared celular de todas las plantas, y de las mencionadas anteriormente, la que presenta
mayor cantidad de celulosa es el raquis de platano. Hoy en dia, las investigaciones
recientes, se enfocan en utilizar métodos que sean menos agresivos y eficientes al momento
de extraer nanoparticulas a partir de residuos lignoceluldsicos, generando asi un gran
interés de investigacion cientifica. Es por ello que en el presente trabajo se pretende utilizar
los residuos de raquis de platano macho generados por los productores de la region de
Tuxtepec, Oax., aprovechando asi las propiedades tanto fisicas y quimicas de estos
residuos. Se usara hidroélisis enzimatica parcial para obtener el tamafio a nivel nanométrico,
buscando a su vez la caracterizacion morfoldgica estructural y térmica de las nanofibras de

celulosa, con la finalidad de sugerir posibles aplicaciones.
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10 HIPOTESIS

El proceso hidrolisis enzimatica parcial y su optimizacion sobre fibras de celulosa extraidas
a partir del raquis de platano, permitira la obtencion de nanofibras de celulosa (NFC), con
tamafios homogéneos y propiedades distintas a las obtenidas de fuentes de celulosa

convencionales.

11 OBJETIVO GENERAL

Optimizar el proceso de hidrolisis enzimatica parcial para la obtencion de nanofibras de

celulosa a partir de raquis de platano macho para la obtencién de NFC.

11.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener fibras de celulosa a partir del raquis de platano.

e Optimizar el proceso de hidrolisis enzimatica parcial mediante metodologia de
superficie de respuesta.

e Caracterizar morfoldgica y estructuralmente el material obtenido.

e Evaluar la estabilidad térmica y comportamiento reoldgico de las nanofibras de

celulosa.
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12 MATERIALES Y METODOS

Se aplicd la siguiente estrategia experimental:

e ~
Raquis de platano
macho
(. i S
e N ST Y
i i
Celulosa ---i Rendimiento H
1
\ J l\ _____________________ ’I
‘l’ A
Pretratamiento
acido
J’ Y,
Hidrolisis
enzimatica
I T ——————— s\
v v { DTP )
; SEM ]
Azucares reductores Caracterizacion |-—--- J: DRX i
i DSC i
\ Reologico /

____________________

Figura 4. Estrategia Experimental

12.1 Material biol6gico

Como materia prima se utilizo el raquis de platano macho (Musa paradisiaca L.) el cual fue
proporcionado por la Finca “Mundo Nuevo” ubicada en el municipio de San Juan Bautista,
Tuxtepec, Oaxaca, Mexico. Para el aislamiento de la celulosa se utiliz6 perdxido de
hidrogeno (H,O;) e hidroxido de sodio (NaOH) en diferentes concentraciones, para el
pretratamiento acido se utilizé acido sulfdrico 6 M, en la hidrolisis enzimatica se utilizé una
enzima comercial (Accellerase ® 1500, DuPont) cuyas caracteristicas se muestran en la
tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas de la enzima

Actividad de la Endoglucanasa 2200-2800 CMC U/g
Actividad de la Beta—Glucanasa 450-775 pNPG U/g
Aspecto Liquido marron
pH 4.6-5.0
Temperatura 50°C

12.2 Aislamiento de celulosa

Para el aislamiento de la celulosa a partir del raquis de platano macho, primero se realizo
un pretratamiento de las fibras, se cortd el raquis de platano de manera vertical con
dimensiones de 10 cm de largo y 5cm de ancho y un grosor aproximado de 0.5 cm. Estos
cortes se sumergieron en una solucion de acido citrico al 3% durante 30 min para evitar la
oxidacion y eliminar algunas gomas, después se dejo escurrir y secar en un horno
(BINDER GmbH, FD 115) a una temperatura de 60°C por 24 h. Después que se seco el
raquis se realizd una molienda en una licuadora doméstica (Osterizer Blender) durante 1
min. Una vez terminado este proceso, se prosiguiod a realizar un acondicionamiento de las
fibras pesando 5 g de fibra del raquis de platano y se agregaron a un matraz Erlenmeyer de
500 ml, posteriormente se adicionaron 250 ml de agua destilada para ser sometido a un
proceso de acondicionamiento utilizando temperatura de 121 °C y una presion de 15 psi por
15 min. Una vez que las fibras se atemperaron, se licuaron durante 1 min en una licuadora
domestica (Osterizer Blender), realizando posteriormente un filtrado. Las fibras se lavaron
con agua destilada hasta que el sobrenadante estuvo lo mas claro posible. Las fibras que se
acondicionaron, se blanquearon depositandolas en un matraz de bola de tres cuellos con
capacidad de 1L, al cual se le agreg6 una mezcla de NaOH y H,0, a una concentracién de
5% (p/v) y 11% (v/v) respectivamente en una relacion 1:1 dejandolo reaccionar por 24 h
con una temperatura de 65°C, con agitacion constante, pasado el tiempo de blanqueado de
las fibras se lavaron con agua destilada hasta tener un pH 7. Una vez que se termino el
proceso de blanqueado, las fibras se colocaron en una placa para someterlas a secado en un
horno a una temperatura de 65 °C por 24h. Una vez trascurrido el tiempo de secado se

colocaron en un desecador, para posteriormente pesar en una balanza Termo gravimétrica.
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Finalmente, la muestra se coloc6 en un frasco de plastico y se recubrié con papel aluminio

para su uso posterior.

12.3 Rendimiento de celulosa obtenida

Para obtener el rendimiento de la celulosa procesada, se pesaron 3 charolas de aluminio y
se sometieron a peso constante en un horno a 65°C por 24 horas hasta no observar una
variacion en su peso. Después, se tomo una alicuota de 10 ml y se agregd a las charolas que
se pusieron en peso constante para secar nuestra la muestra de interés a 65°C por 24 horas.
Una vez seca la muestra, se colocd en un desecador, se pesé y se calculo el porcentaje con

la siguiente formula:

ST=( A-B) x 1000
\Y%

En donde:

A: es el peso del residuo seco mas charola de aluminio.
B: peso de la charola seca.
V: volumen de la muestra.

12.4 Pretratamiento acido

Se realiz6 un pretratamiento acido previo a la hidrolisis enzimatica para fracturar las fibras
de raquis de platano y que hubiera homogeneidad y puedan ser mejor hidrolizadas. Para
ello, se tomaron 25 g de muestra seca (fibras de raquis de platano) y se colocaron en un
matraz de 1L con acido sulfarico 6 M a una temperatura de 65°C durante 3 horas a 340
rpm. Concluido este tiempo se retird el residuo de acido sulfirico realizando enjuagues con
H20.

12.5 Hidrolisis enzimatica de las fibras

El proceso de hidrolisis enzimatica se llevd a cabo bajo las especificaciones que el
proveedor de la enzima proporciona en la ficha técnica del producto. Se utiliz6 como

sustrato la celulosa de raquis de platano, un buffer de acetatos 1M con pH 5 y la enzima
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comercial Accellerase ® 1500. La reaccion se mont6 en un bafio maria con recirculador de
inmersion y agitador constante en una parrilla de calentamiento, para lo cual se agregaron
diferentes concentraciones de sustrato en frascos &mbar de 30 ml, se le agregaron 10 ml de
buffer de acetatos 1M con pH 5. La muestra se dejo calentar 30 minutos a una temperatura
de 50 °C en el bafio maria a 250 rpm, trascurrido el tiempo se agreg6 la concentracion
correpondiente de enzima, dejando asi la reaccion por diferentes tiempos siguiendo su
monitoreo. Una vez trascurrida la hidrolisis, se par6 la reaccion elevando la temperatura a
70°C por 10 minutos, después se centrifugd por 20 minutos para hacer la separacion de las
particulas, se filtraron y las particulas se dejaron suspendidas en agua destilada para futuros

analisis.

12.6 Disefo experimental

El disefio Box-Behnken se utiliz6 para modelar y optimizar las variables que mas afectan el
proceso de hidrdlisis enziméatica de las fibras de celulosa extraidas a partir de raquis de
platano. Los factores mas importantes contemplados en estudio fueron tres: 1)
Concentracion de sustrato (mg), 2) Concentracion de enzima (uL) y 3) Tiempo de la
hidrolisis (ver tabla 6). El disefio realizado constd de 17 experimentos con cinco
repeticiones en el punto central, como variable de respuesta se cuantificé la concentracion
de azUcares reductores generados después del proceso de hidrolisis enzimatica. Se utilizo el

software Design-Expert version 7.0.

Tabla 6. Factores para el disefio experimental Box-Behnken en la hidrolisis enzimética de platano
macho (Musa paradisiaca L.).

Variable independiente Intervalo
Concentracion de sustrato 100-200 (mg)
Concentracion de enzima 20-60 (pL)

Tiempo 15-1440 (min)

En la tabla 7 se muestra la matriz del disefio experimental en la cual se observan las 17
corridas experimentales que se realizaron para el proceso de hidroélisis enzimatica de las fibras
del raquis en donde, X1= Concentracion de sustrato (mg); X2= Concentracion de enzima (uL),

X3= tiempo (minutos).
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Tabla 7.Matriz del disefio experimental Box-Behnken de un sistema de tres factores con valores
codificados y valores reales.

Experimento Valores codificados Valores reales
X, X, X, Sustrato Enzima Tiempo
(mg) (HL) (min)
1 0 0 0 150 40 7275
2 1 0 -1 200 40 15
3 -1 1 0 100 60 727.5
4 0 0 0 150 40 727.5
5 0 1 1 150 60 1440
6 1 1 0 200 60 727.50
7 0 0 0 150 40 727.50
8 0 -1 -1 150 20 15
9 -1 0 -1 100 40 15
10 1 0 1 100 40 1440
11 0 -1 1 150 20 1440
12 1 0 1 200 40 1440
13 0 0 0 150 40 727.50
14 0 1 -1 150 60 15
15 1 -1 0 200 20 727.50
16 0 0 0 150 40 727.50
17 -1 -1 0 100 20 727.50

12.7 AzuUcares reductores totales

Para determinar la concentracion de azUcares reductores liberados en la hidrolisis de la
celulosa mediante el método de &cido dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1995).
Este método se basa en la reaccion entre el grupo reductor aldehido del aztcar y el DNS
que origina un compuesto coloreado (acido 3-amino-5 nitrosalicilico). Por tanto, la
concentracion del azlcar reductor presente puede determinarse aplicando un método

fotocolorimetro.
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La composicion del reactivo (DNS) es la siguiente:

e 4cido 3,5 dinitrosalicilico 1g
e NaOH 1.69
e Tartrato de sodio y potasio 30g

e Seajusto y aford a 100 ml

Inicialmente se tomaron 50 pl de muestra, a ésta se le adicion6 450 pl de H20 y 500 pl de
DNS, se calentaron en bafio de agua a 80-85 °C durante 5 minutos. Posteriormente se

introdujeron durante 5 min en un bafio de agua fria y se midio la absorbancia a 540 nm.

La concentracién de azucares reductores totales se calculd a partir de una recta patron
determinada previamente con disoluciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1,1.2 y1.4 g¢/L. Dicha serie

se determind para cada serie de medidas de azUcares totales.

12.8 Caracterizacion

12.8.1 Distribucion de tamario de particula (DTP)

Esta técnica fue utilizada para determinar el tamafio de las particulas de celulosa que mas
predomina después de la hidrdlisis. Para llevar a cabo esta técnica se determind a
temperatura ambiente utilizando un analizador de difraccién de laser Malvern Master Sizer
(Malvern Instrument, Ltd.), con una celda de Fourier (0.02 a 200um) y una unidad de
dispersion de muestra de volumen pequenio (SVSDU) con una capacidad de 50 a 120 pL.
Con esta técnica es posible calcular la distribucion de tamafio de particulas (Carmona et al.,
2009).

12.8.2 Microscopia electrdnica de barrido (SEM)

La técnica de microscopia electrénica de barrido se utilizd para observar y caracterizar
superficialmente las nanofibras de celulosa, a escala micrométrica y nanométrica, arrojando
asi informacion morfoldgica de las nanofibras de celulosa. Para realizar esta técnica se
utilizé un microscopio electronico de barrido de emision de campo (FEI Helios NanoLab

600 Dual-Beam). Primero, se espolvorea una pequefia cantidad de muestra sobre una cinta
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de cobre conductora de doble adhesion, la cual se fijo previamente en un soporte de
aluminio del equipo. Posteriormente la muestra se cubrié con una capa de carbono de 30
nm, se coloco en el ionizador de metales y se recubrid con una capa de oro de 60 nm
(Carmona et al., 2009; Garcia, 2015).

12.8.3 Difraccion de Rayos X (DRX)

Esta técnica se utilizd para obtener informacion de la estructura cristalina de la celulosa,
identificando asi los picos caracteristicos para la regién amorfa y cristalina. Se llevé a cabo
colocando una cantidad de nanofibras de celulosa sobre el porta muestra del difractémetro
de rayos-X marca BrukerAxs, modelo D8 Advance, con un generador de radiacion de Cu-
Ka con filtro de Ni y rejillas de 2 mm, se correrdn las muestras en 20 de 5 a 55 ° con una

intensidad de 30 mA y un voltaje de 40 kV (Garcia J., 2015).
El porcentaje de cristalinidad (% C) se determind mediante la siguiente formula:

% C=ACD/ATD x 100
Donde:
ATD = Area total dispersa

ACD = Area cristalina dispersa

12.8.4 Analisis de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las propiedades térmicas como temperatura y entalpia de fusion se evaluaron en un
calorimetro de barrido diferencial (TA Instrumentos), calibrado con indio. Previamente se
pesa la charola como referencia. Se pesaron 2 mg de muestra en una charola. En seguida se
sometidé la muestra a un programa de calentamiento de 20 a 200 °C con una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min.

12.8.5 Analisis de comportamiento Reoldgico

Las mediciones reoldgicas se llevaron a cabo usando un equipo ARES (TA Instrumentos),
mediante esfuerzo controlado, con una geometria de placas paralelas de 40 mm. El espacio

de placa y placa fue 1 mm. Se prepararon suspensiones de las muestras al 0.50 % p/p. Antes
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del proceso de medicion, las muestras fueron calentadas a 80 ° C por 30 min. Se realiz6
primero un barrido de frecuencia (frecuencia angular) en un rango de 100-0,1 Rad s-1a una
velocidad de calentamiento de 1 °C/min. Posteriormente la primera etapa se realizé desde
80 °C hasta 20°C y en seguida llevada nuevamente de 20 °C a 80°C y de vuelta a 20 °C, a
una frecuencia angular de 1 rad s-1, esto con la finalidad de evaluar la dependencia de la
temperatura. En todos los experimentos, las mediciones se realizaron con una tension del

0,7%, para asegurar que las mediciones fueran realizadas en la regién viscoelastica lineal.
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13 RESULTADOS

13.1 Obtencidn de celulosa de raquis de M. paradisiaca

En la primera etapa de este trabajo se procedio a extraer la celulosa de las fibras del raquis
de platano, a partir de 5 g de fibras de raquis de platano se obtuvieron 1.27+0.03 g con un

rendimiento de 25.4 £0.69 % (tres réplicas).

Este resultado es ligeramente menor al reportado por Canché et al. (2005), mediante una
hidrolisis alcalina en donde obtuvieron un rendimiento de celulosa del 27.2% (con una sol.
NaOH al 20% y pH 8.4), pero mayor que el que reporta Tibolla et al. (2017), en donde
obtuvieron un rendimiento de celulosa de 16.5% (con una solucion de KOH al 5% wi/v),
estas diferencias son debidas al pretratamiento, el cual se utiliza basicamente para eliminar
ceras pectinas y resinas, mientras que en este trabajo se realiz6 un pretratamiento en las
fibras, primero fueron sometidas en acido citrico al 0.3% para eliminacion de estos residuos
y posteriormente fueron sometidas en autoclave (para el ablandamiento de las fibras y
eliminacion de pigmentos), el cual es menos agresivo y provocar menor destruccion de la

integridad de las fibras.

13.2 Hidrolisis enzimatica de las fibras de raquis pretratadas

El uso de la enzima Accellerase ®1500 presentd un efecto positivo en la generacion de
azucares reductores (Ag) estos resultados se pueden observar en la tabla 8. El valor mas alto
de Ar fue de 2.29 mg/mL para el tratamiento No. 3, utilizando una concentracion de
sustrato de 100 mg, una concentracion de enzima de 60 pL y un tiempo de 60 min. Por otro
lado el valor més bajo en la concentracion (0.34 mg/mL) de Ag fue para el experimento No.
8, utilizando una concentracién de sustrato de 150 mg, una concentracién de enzima de 20

pL y un tiempo de 15 min.
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Tabla 8. Matriz del disefio experimental de la MSR utilizada para optimizar el proceso de hidrolisis
enzimatica (Accellerase ®1500) de las fibras de raquis de platano y la generacion de azlcares
reductores.

1 150 40 727.5 1.08+0.07
2 200 40 15 0.61+0.09
3 100 60 727.5 2.29+0.11
4 150 40 727.5 1.16+0.06
5 150 60 1440 1.23+0.09
6 200 60 727.5 1.46+0.03
7 150 40 727.5 1.31+0.09
8 150 20 15 0.34+0.02
9 100 40 15 0.47+0.03
10 100 40 1440 1.1+0.13
11 150 20 1440 0.72+0.01
12 200 40 1440 1.09+0.07
13 150 40 727.5 1.1+0.07
14 150 60 15 0.62+0.08
15 200 20 727.5 0.75+0.08
16 150 40 727.5 1.3+0.04
17 100 20 727.5 0.89+0.08

Estos resultados en la tendencia de Ar son razonables, pues al comparar estos dos
experimentos (3 y 8), se observa que la concentracion de Ag se ve favorecida con el uso de
la concentracion méxima de enzima (60 pL), tomando en cuenta una concentracion de
sustrato y tiempo moderado o intermedio (100 mg y 727.5 min respectivamente), mientras
que para el tratamiento No. 8 la concentracion de sustrato utilizada fue mayor (150 mg),
con una menor concentracion de enzima (20 puL) y un el tiempo de hidrolisis minima (15
min). Esto se puede deber al efecto del tiempo de hidrolisis y la concentracién de enzima
(tabla 9) donde presenta una influencia en la obtencion de los azucares reductores, debido a
que la enzima, no alcanza a hidrolizar por completo las regiones amorfas de las fibrillas de
celulosa debido al tiempo y la concentracién de enzima (Bolio-Lopez et al., 2011) como se

muestra en el tratamiento 8.
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En la figura 5 se presentan las graficas de contornos (5a y 5b) del efecto que tienen las
variables involucradas en el proceso de hidrélisis enzimatica (concentracion de sustrato,
concentracion de enzima y tiempo de hidrdlisis) de las fibras de raquis y su efecto en la
concentracion de Ag. En la gréfica 4a se puede observar el efecto que tiene la concentracion
de sustrato y enzima sobre la generacion de Ag, + se puede apreciar como a una
concentracion base de sustrato (100 mg), la concentracion de Ag va en aumento a medida
que aumenta la concentracion de enzima (20 a 60 pL). Sin embargo, al incrementar la
concentracion de sustrato (100 > 200 mg) la concentracion de Ar va disminuye. Esto puede
ser debido a que al incrementar la concentracion de sustrato la enzima no pueda ser

suficiente para hidrolizarlo.

En la figura 5b se puede apreciar el efecto que tiene la concentracion de enzima y tiempo
de hidrdlisis sobre la generacion de Ag. Entre mayor es la concentracion de enzima (20 a 60
pL) y mayor el tiempo de hidrolisis (15 a 1440 min), la concentracion de Agr va en
aumento. Sin embargo la grafica de contornos nos muestra que con una concentracion
maxima de enzima (60 pL) y un tiempo intermedio (727.5 min), también puede obtener una
concentracion similar de Ag y con esto disminuye sustancialmente el tiempo de hidrolisis,

lo cual resulta ser muy costoso ya en escalamientos a nivel planta piloto o industrial.
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Figura 5. Efecto del contenido de azlcares reductores en la hidrolisis enzimatica. a) Concentracion
de sustrato y concentracion de enzima; b) Concentracién de enzima y tiempo de hidrélisis.
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En la figura 6 se presentan las graficas de superficie (6a y 6b) del efecto de las variables
(concentracion de sustrato, concentracion de enzima y tiempo de hidrolisis) en el proceso
de hidrolisis enzimatica de las fibras de raquis y su efecto sobre concentracion de Ag. En la
grafica 6a se observa el efecto que tiene la concentracion de sustrato y enzima, al igual que
en la figura 5a se aprecia la tendencia que al aumentar la concentracién del sustrato hay una

disminucion en la eficiencia de la enzima.

Cuando se observa el efecto de la concentracion de enzima y el tiempo de hidrdlisis (fig.
6b) en la generacion de Ag, la tendencia es similar a la grafica de contornos que se muestra
en la figura 5b, donde se muestra una similitud en la concentracion de Ar en una maxima

de enzima de 60 pL con un tiempo de 727.5 min.

De acuerdo a los datos obtenidos de los azucares reductores se obtuvo un coeficiente de

determinacion de 87% vy del cual se obtuvo el modelo de regresion en la obtencion de Arg:

Ag= +0.238 — 9.409:3S + 0.033E + 1.795:>H - 1.700*SE -1.052¢°SH +3.859:°EH +
4.9505° + 9.062 E2 - 9.775 H?

Doénde:

S= concentracion de sustrato
E= concentracion de enzima
H= tiempo de hidrolisis
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Figura 6. Efecto de los tratamientos en el contenido de azlcares reductores en la hidrdlisis
enzimatica vista en superficie 3D. a) Concentracion de sustrato y concentracion de enzima; b)
concentracion de enzima y tiempo de hidrolisis.
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El anélisis de varianza (ANOVA) para este experimento entre las variables se presenta en la

siguiente tabla.

Tabla 9. ANOVA para modelo de superficie de respuesta cuadratica.

Fuente
Valor de
de Fo p
variacion
Modelo 5.35 0.0189  Significativo
A.-Concentracién de
sustrato 15 0.2600
B.- Concentracion de
enzima 17.24 0.0043
C.- Tiempo de hidrdlisis 9.25 0.0188
AB 1.92 0.2081
AC 0.094 0.7686
BC 0.2 0.6673
A? 1.07 0.3349
B2 0.092 0.7705
c? 17.24 0.0043
Residual
Falta de ajuste
Error puro 10.46 0.0231  Significativo

Donde el valor F de la estadistica del modelo fue 5.35 esto implica que el modelo es
significativo y que solo hay una probabilidad del 1.89 % que un modelo F-Valor podria
ocurrir debido al ruido, los valores de Prob > F inferiores a 0.05 indican que los términos
del modelo son significativos, en este caso; B, C, C? son términos de modelos
significativos los valores superiores a 0.10 indican que los términos del modelo no son

significativos, por lo que el tratamiento no. 8 es estadisticamente significativo.

13.3 Caracterizacion

13.3.1 Distribucion de tamafio de particula

De acuerdo a la hidrélisis enzimatica realizada de las MFC de raquis de platano se obtuvo
la siguiente distribucion de tamafio de particulas como se muestra en la figura 7. Las fibras
de celulosa de raquis de platano a las que se les realizaron la hidrolisis enzimatica

mostraron una distribucion de particulas en dos grupos, de NFC con tamafios 51 a 100 nm y
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Figura 7. Distribucion de tamafio de particula de microfibras de celulosa (MFC) y nanoparticulas de
celulosa (NPC).
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MFC que van de 990 a 9800 nm, por lo que se demostrd que mediante la hidrdlisis
enzimatica se pueden obtener NFC, esto se debe a que las condiciones experimentales de
sustrato (100 mg), enzima (60uL) y tiempo (727.5 min) de la hidrélisis son fundamentales
en la regulacion de distribucion y tamafio de las particulas. Estos resultados tienen una
similitud con lo reportados por Tibolla et al. (2014), en nanofibras obtenidas a partir de
cascara de platano con un tamafio de particula de (10.9 -7.6) menor a lo que se encontrd en
esta investigacion. Sin embargo, Meyabadi y Dadashian (2012), usando desechos de fibra
de algodén obtuvieron nanoparticulas de tamafio de particula de 40-90 nm mediante una
hidrolisis enzimatica y ultrasonicacién observando que lo reportado en este trabajo se
asemeja a lo reportado por Meyabadi y Dadashian. Las diferencias son asociadas
principalmente a la fuente utilizada meétodo y tiempo de hidrolisis utilizados durante el
proceso de extraccion de las NFC. De acuerdo al tamafio de las NFC obtenidas mediante la
hidrolisis enzimética pueden tomar una gran importancia ya que pueden tener diferentes

aplicaciones por ejemplo como agentes reforzantes en matrices poliméricas.

13.3.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Por medio del SEM se observé un cambio definitivo en la estructura morfoldgica de las
fibras de celulosa obtenidas del raquis de platano y que se produjo mediante la hidrdlisis
enzimatica y secada por liofilizacion. En la Figura 8a (magnificacion de 250 x) y 8b
(magnificacion de 5000 x) se presentan las micrografias de SEM para las MFC. En estas se
pude observar pequefias microfibrillas alargadas con tamafos variados, estas microfibras
presentan también pequefias pequefios desgarres y rupturas como evidencia de los
tratamientos a los cuales fueron sometidos para su obtencién (Fig. 8a). También se realizé
un barrido la magnificacion de una microfibrillas para poder observar mas a detalle su
morfologia (Fig. 8b), en esta se puede observar dos fragmentos de microfibras en forma
paralela, con una superficie lisa y rugosa con pequefios plegamientos y en algunos casos
pequefias impurezas o fragmentos de celulosa como consecuencia de obtencion de la
misma. Se puede distinguir también que estas microfibras no presentan grosor y tamafio
similar. Debido al proceso de obtencion de la materia prima (celulosa) antes del proceso de
hidrolisis.
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Figura 8. Imagenes de SEM de celulosa obtenida a partir de raquis de platano. a) magnificacion a
250x y b) magnificacién a 5000X.

42



Figura 9. Imagenes de SEM de Nanoparticulas de celulosa (NFC) secadas por liofilizacion. a)
magnificacion a 10,000 y b) magnificacion a 1 pm.
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De acuerdo a las micrografias del SEM, se confirma un cambio morfolégico de las fibras de
celulosa de raquis de platano mediante una hidrolisis enzimatica, obteniendo tamafos de
particulas de 50 hasta 6440 nm (fig. 9) como muestra la distribucion de particula (fig. 7.).
Siqueira et al. (2010), realizaron una hidrdlisis enzimatica de celulosa microfibrilada a
partir de fibras nativas de sisal (Agave sisalana) obteniendo microfibras de tamafio
promedio de 277 nm de largo y 8.7 nm de diametro, siendo de un tamafio mayor a las NFC
obtenidas en este trabajo, sin embargo, no se pueden apreciar las fibras debido al tipo de

secado (liofilizado) debido a que presentan una aglomeracién de las nanofibras.

13.3.3 Difraccion de Rayos X

Se analizaron los espectros de Difraccion de Rayos X sobre las muestras obtenidas de la
hidr6lisis de celulosa de raquis de platano. Los resultados obtenidos se muestran en la

figura 10.

Las MFC presentan picos caracteristicos del polimorfismo tipo | de la celulosa, mientras
que las NFC obtenidas por hidrolisis enzimatica presentan un desfase en sus picos y
disminucion de la intensidad en 26= 15 y 22°.

Se observo en los patrones de difraccion de rayos X de las NFC obtenidas presentan un
aumento en el angulo 260 en comparacion de las MFC el pico principal de 20=24° (material
cristalino), en el caso de las MFC de 20=22.2°; en el pico de material amorfo de las NFC
fue de 20=15.5° y en las MFC de 20=14.5°, esto puede deberse a la hidrolisis enzimatica,
ya que la enzima rompe las estructuras amorfas aumentando la cristalinidad, y por lo tanto
aumenta su angulo 0. De acuerdo a la literatura para el plano cristalino de la celulosa tipo I
corresponden las difracciones proximas a 20: 23° (plano 002), 15° (plano 101), 35° (plano
040) (Ledn, 2014).

Se determind la cristalinidad de las fibras obtenidas mediante hidrélisis enzimatica de las
cuales las NFC tuvieron un porcentaje de cristalinidad del 72.74 %, mientras que las MFC
fue de 65.52% las diferencias encontradas pueden asociarse al pretratamiento que se le
realizd a la celulosa obtenida del raquis del platano, sin embargo, en las NFC hubo una

disminucion en el material amorfo (20=22.2°) debido a la hidrolisis enzimatica.
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Figura 10. Patrones de difraccion de rayos X de microfibras de celulosa (MFC) y nanofibras de
celulosa (NFC) obtenidas por hidrolisis enzimatica.
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Hassan et al. (2010), determinaron el efecto de pretratamientos realizados al bagazo de
celulosa mediante un tratamiento enzimatico obteniendo un 73.9 % de cristalinidad;
ademas, Hassan et al. (2014), realizaron un aislamiento asistido por enzimas de celulosa
microfibrilada a partir de tallos de fruta de palma (Phoenix dactylifera), donde obtuvieron
un porcentaje de cristalinidad del 77%, estos resultados son similares a los obtenidos en
este trabajo (74.34 %), sin embargo, se observaron que las fibras mantuvieron su

morfologia, y el tamafio es similar a las obtenidas de las NFC.

13.3.4 Analisis de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

En la figura 11, se muestra el termograma de DSC para las muestras microfibras de
celulosa (MFC) nanofibras de celulosa extraidas por hidrdlisis enziméatica (NFCH) vy
nanofibras de celulosa extraidas por ultrasonido (NFCU). En ella se pueden observar las
temperaturas de transicién térmica de los diferentes componentes como el agua y la

celulosa.

Flujo de calor (J/g)

PAL

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Temperatura (°C)

Figura 11. Termogramas de DSC de microfibras de celulosa (MFC) nanofibras de celulosa
extraidas por hidrolisis enzimatica (NFCH) y nanofibras de celulosa extraidas por ultrasonido
(NFCU).
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La muestra de MFC exhibe dos temperaturas de transicién la primera alrededor de los 100
°C vy la segunda en 300 °C, sin embargo esta se aprecia muy ligeramente debido a que las
temperaturas de transicion térmica de las demas muestras son mas pronunciadas (NFCH y
NFCU). La NFCH y NFCU por otro lado exhiben tres temperaturas de transiciones, la
primera transicién se presenta alrededor de los 125 °C (muy similares en ambas muestras) y
ligeramente desfasada en comparacion con la primera transicion de las MFC. Este pico
endotérmico correspondiente a la absorcion de energia del proceso de desorcion de agua,
debido al carécter higroscopico de la celulosa. El segundo pico endotérmico aparece
alrededor de 260 °C para las NFCH y a 300 °C para las NFCU. Este fenémeno es atribuido
a la pérdida de agua y a la descomposicion térmica de la celulosa, debido al proceso de
pirolisis (Nystrom et al., 2010: Kokol et al., 2015). Estas diferencias en las temperaturas de
fusion pueden ser debidas a una mayor estabilidad térmica en las NFCU y puede ser
atribuida a su mayor flexibilidad, ya que a mayor flexibilidad de las microfibras existe
mayor posibilidad de interacciones, esto a su vez aumento la estabilidad térmica debido al
efecto de enredamiento de las nanofibras (Das et al., 2010). El tercer pico fue exotérmico y
aparece en 340 y 360 °C para las NFCH y NFCU respectivamente. Se puede observar
claramente que estas transiciones de fases estan desfasadas entre una y otra muestras, lo
cual indica que el mecanismo de degradacion de las muestras no es el mismo. La naturaleza
de las transiciones endotérmicas y exotérmicas pueden ser caracteristica de la composicion
del material y cada una de estas tres transiciones proporciona idea de la naturaleza cristalina
0 estructura del material. Maiti et al. (2013), observaron temperaturas de fusion de 230 a

250 °C para la nanocelulosa cristalina extraida a partir de algodon.

13.3.5 Analisis del comportamiento Reologico

En la Figura 12 se presentan los resultados del analisis reoldgico dindmico de las
suspensiones (0.05% p/p) de microfibras de celulosa (MFC), nanofibras de celulosa
extraidas por hidrolisis enzimatica (NFCH) y nanofibras de celulosa extraidas por
ultrasonido (NFCU). En estas figuras se puede apreciar el comportamiento del modulo
elastico (G’) y modulo viscosos (G’’) para cada una de las muestras a un temperatura de 90

°C. Los valores de G’ para MFC y NFCH son maés altos en comparacién con los de G’’. Un
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comportamiento inverso presentaron las NFCU a valores de frecuencia de 10° a 10* Pa 'y

predominando G a valores més altos de frecuencia (107).

108

(w,0) NFCU
102 -

(®,0) NFCH

10t

10°

G', G" (Pa)

10»1 -

10-2 -

103 T T
101 100 10t 102
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Figura 12. Comportamiento reoldgico de suspensiones (0.50 % p/p) de microfibras de celulosa
(MFC), nanofibras de celulosa extraidas por hidrélisis enzimatica (NFCH) y nanofibras de celulosa
extraidas por ultrasonido (NFCU), evaluadas a 90 °C. G' Simbolos llenos (m®¥) y G” Simbolos
vacios (oov).

Las MFC exhiben valores de G’ menores (10 a 10° Pa) en comparacion con las NFCH
(10° Pa) con una fuerte dependencia de la frecuencia. Sin embargo, los valores de G' y G**
de para las NFCU son maés altos en comparacion con lo que presentan las NFCH. Este
mismo comportamiento fue observado para el caso del modulo de pérdida (G") dentro de la
gama de la frecuencia angular medida (10 a 10% Pa). Esto significa que en caso de la MFC
y NFCH el modulo elastico predomina sobre el modulo viscoso (G’). También se puede
observar que G’ es ligeramente dependiente de la frecuencia angular, comportamiento
parecido al de un gel. La gelificacion de las suspensiones (MFC, NFCH y NFCU) podria

atribuirse al efecto de la temperatura, la cual provoca interaccion entre las nanofibras
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formando una red tridimensional, la repulsion de cargas electrostaticas entre ellas,
aumentan la estabilidad de los geles (Paakko et al., 2007; Agoda-Tandjawa et al., 2010).
Un comportamiento similar encontré Winuprasith et al. (2013), en MFC extraidas a partir
de la corteza de jobo de la india, en el cual reportaron valores de 10° a 10° Pa para G’ y G*’,
estos valores son mas bajos a los observados (0.01 a 1000 Pa) en esta investigacion, a pesar
de utilizar concentraciones (0.05% p/p) méas bajas a las utilizadas (1% p/p) por estos

autores.

En la Figura 13 se presentan los resultados del analisis reoldgico dinamico de las
suspensiones (0.05% p/p) de microfibras de celulosa (MFC), nanofibras de celulosa
extraidas por hidrolisis enzimatica (NFCH) y nanofibras de celulosa extraidas por
ultrasonido (NFCU) evaluadas a un temperatura de 30 °C. En esta se puede apreciar el
comportamiento del modulo elastico (G’) y modulo viscosos (G’’) para cada una de las
muestras en la etapa que corresponde a la formacion propia del gel durante el proceso de
enfriamiento. Los valores de G’ para MFC y NFCH son ligeramente mas altos en
comparacion con los de G’’. Sin embargo, las NFCU presentaron un comportamiento
diferente con dominio de G** sobre G’ durante casi toda la gama de frecuencia (10%a 10 y
cambiando su comportamiento (G’ > G’’) al final de esta (10% Pa). Este comportamiento
diferente de NFCU puede ser atribuido dos aspectos: a) Morfologia de las nanofibras
obtenidas y b) Formacion de una red por efecto de las interacciones electrostaticas entre las
nanofibras de celulosa en la matriz del gel formado (Cassagnau, 2013; Khoshkava y Kamal,
2014).
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Figura 13. Comportamiento reol6gico de suspensiones (0.50 % p/p) de microfibras de celulosa
(MFC), nanofibras de celulosa extraidas por hidrolisis enziméatica (NFCH) y nanofibras de celulosa

extraidas por ultrasonido (NFCU), evaluadas a 40 °C. G' Simbolos llenos (m®¥) y G” Simbolos
vacios (oov).
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14 CONCLUSIONES

El proceso de obtencién de celulosa a partir del raquis de platano permitio la obtencion
fibras de celulosa con un rendimientos de 25.4%. La implementaciéon de la MSR en la
evaluacion de las variables del proceso de hidrdlisis enzimatica (concentracion de sustrato,
concentracion de enzima y tiempo) permitié evaluar y optimizar la respuesta (Ar), para
obtener las condiciones iddneas de hidrdlisis de las MFC a NFC. Las condiciones dptimas
para el proceso de hidrolisis enzimatica fueron: 100 mg de celulosa, 60 puL de enzima y un
tiempo de hidrdlisis de 727.5 min. EI modelo matematico generado fue de segundo orden y
permite explicar el comportamiento de las variables y su relacion con un 87% de

confiabilidad (coeficiente de determinacion).

Las distribucion tamafio de particula (DTP) de las NFC obtenidas bajo las condiciones
Optimas de hidrdlisis fue 70 nm, este tamafio es menor en comparacion con el sustrato de
partida (MFC), el cual presento una distribucion bimodal con tamafios mayores (1.280 y
41.50 pm). La morfologia de las NFC fue muy diferente en comparacion con las MFC,
presentando tamafios extremadamente pequefios y homogéneos, lo cual fue corroborado
con el analisis de DTP. Esto indica que el proceso de obtencion de NFC a partir del raquis
de platano es un proceso viable, rapido y amigable con el medio ambiente, ya que el

tamafio de particulas puede ser controlado con este tratamiento enzimatico.

El patrén de DRX para las MFC fue caracteristico de la celulosa microcristalina con
polimorfismo tipo | y un porcentaje de cristalinidad de 72.74%. Las NFC por otro lado
presentaron un porcentaje de cristalinidad menor (65.52%), con desfasamiento en los picos
(26 = 15 y 22°) y cambios en su intensidad (disminucidon y aumento). Esto significa que el
proceso de hidrolisis enziméatica genero NFC mas amorfas o lineales, las cuales pudieran

presentar una mejor interaccion o reorganizacion entre si.

El comportamiento térmico de las MFC fue muy parecido al de otras fuentes de celulosa
(algoddn. Sisal, yute, henequén, etc.), reportado en otras investigaciones. Fueron

observadas tres temperaturas de transicion a 125, 260 y 300 °C. Caracteristicas de los
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fendmenos de evaporacion de agua y fusion de celulosa. En el caso de las nanofibras de
celulosa extraidas por hidrolisis enzimatica (NFCH) y nanofibras de celulosa extraidas por
ultrasonido (NFCU), estas temperaturas se desfasaron ligeramente y aparecen con mayor
intensidad. Lo cual pudiera sugerir que existe una mejor organizacion o reacomodo de estas
nanofibras después del proceso de secado ya que es necesaria mayor energia para su

desorganizacion y fusion.

El comportamiento reoldgico a una temperatura de 90 °C (inicio de la gelificacion) de las
MFC y NFCH presento dominio del comportamiento elastico (G”). NFCH presentaron
valores mas altos (10° a 10') comparados con el de las MFC. Sin embargo estos valores son
ligeramente mas bajos en comparacion con los observados en las NFCU. El
comportamiento reoldgico para estas Ultimas nanofibras (NFCU) fue diferente, ya que el
comportamiento del modulo eléstico se invierte a mayor frecuencia (G”’> G’). El
comportamiento reoldgico de las NFCH y NFCU fue siempre constante (dominio de G’
sobre G’’) en la etapa de la formacién del gel a 40 °C con valores mas altos (10O a 10° Pa)
para el caso de as NFCU. Las NCH y NFCU en esta etapa presentaron consistencia de gel

con enlaces entrecruzados.

Estas caracteristicas de las NFCH podrian ser interesante para sugerir posibles aplicaciones
en la elaboracion de nanocompositos, cuya dispersion podria ser mas homogénea en
algunas matrices poliméricas (punto clave en la generacion de materiales
nanoestructurados), mejorando las propiedades mecanicas de los materiales compuestos
reforzados con este tipo de nanofibras. Mejor susceptibilidad a procesos de modificacion
debido a su estructura y morfologia, que serian de gran utilidad en la elaboracion de

nanopapel, lo cual mejoraria su transparencia y resistencia a la tension.

En esta investigacion se implementd y optimizo el proceso de hidrolisis enzimatica a partir
de una enzima comercial Acellerase ®1500, con la finalidad de obtener un nuevo método
de obtencién de nanofibras de celulosa a partir de residuos lignocelulésico (raquis) de la
Agro-industria del platano.
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15 PERSPECTIVAS

Evaluar la DTP de las NFCH obtenidas durante todos los puntos del proceso de hidrolisis
enzimatica. Complementar el estudio morfolégico con TEM.

Evaluar el comportamiento térmico de las NFCH por MDSC y su temperatura de transicion
vitrea (TQ).

Implementa y escalar las condiciones Optimas del proceso de hidrdlisis enzimatica en un
reactor.

Considerando la naturaleza de las nanofibras de celulosa darle una aplicacion.
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