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RESUMEN

En los dltimos afios ha tomado gran interés la obtencion de Nanocristales de
Celulosa (NCC) a partir de diferentes fuentes de origen vegetal, siendo estas
procesadas quimicamente para la obtencion del producto final. Para la obtencion de
los NCC se utilizaron residuos agroindustriales de dos cultivos de interés en México
debido a la alta generacion de subproductos que estos conllevan: sorgo. y agave
azul. Este proceso quimico involucra en la primera etapa la deslignificacion de la
materia prima, la cual de manera tradicional se lleva a cabo con la utilizacion de
hidroxido de sodio en altas concentraciones. Para sustituir este proceso de
deslignificacion, se utilizé un hongo lignolitico recombinante, Phanerochaete
chrysosporium, el cual tiene la capacidad de sobre expresar cuatro enzimas
lignoliticas diferentes. Para la obtencidn y purificacion de los NCC a patrtir de la
celulosa aislada, se prosiguid con un tratamiento que consiste en una hidrolisis
acida seguida con sonicacion, para eliminar las fracciones amorfas y obtener las
cristalinas. Para la evaluacion del rendimiento de obtenciéon de NCC con el
tratamiento biolégico, se comparé con un control de cada una de las muestras, las
cuales se deslignificaron y blanquearon con NaOH, acido acético y NaClOz2,
respectivamente. Para el procedimiento biolégico se obtuvo un tiempo ideal de
deslignificacion de 8 dias para ambos residuos, asi como porcentajes de
deslignificacion de 69.51% para el residuo de agave y de 63.72% para el residuo de
sorgo. Mediante DRX, SEM, TEM y FTIR se observo el correcto aislamiento de la
celulosa por ambos métodos y en ambos residuos, asi como las caracteristicas de
las nanoestructuras obtenidas. Para estas Ultimas se recomienda continuar con el

experimento para perfeccionar la obtencién de nanocristales.

Palabras clave: Lignina, Nanocristales de Celulosa, Phanerochaete

chrysosporium, Agave, Sorgo.



SUMMARY
In the past few years, there has been a great interest for the production of Cellulose

Nanocrystals (CNCs) from different vegetal sources, being these chemically treated
for the final product obtention. For this work, there were used two agrowaste
materials of interest for the obtention of CNCs, because of the high production of
byproducts on their industries: sorghum and blue agave. The traditional chemical
process involves a first stage delignification of the biomass, which is traditionally
done with sodium hydroxide at high concentration. To substitute this process, a
lignolitic recombinant fungus was used, Phanerochaete chrysosporium TF9, which
has the ability to overexpress four different enzymes. Posterior to this
biotechnological process, there was a bleaching treatment to isolate completely the
cellulose, which was then submitted to an acid hydrolysis with posterior sonication
for obtaining nanostructures and removing the amorphous fraction. For evaluating
the wield of the biotechnological process, there was a control method with a
traditional delignification process with NaOH and the same posterior bleaching
treatment with NaOH, acetic acid and NaClOz. For the biotechnological procedure,
it was determined that the best treatment-time was 8 days and it was achieved a
69.51% of delignification for Agave biomass and 63.72% for sorghum biomass. By
XRD, SEM, TEM and FTIR analysis, there was observed the isolation of cellulose
and also the production of -nanostructures after the sulfuric acid hydrolysis. Further

analysis in the CNCs production is recommended.

Keywords: Lignin, Cellulose Nanocrystals, Phanerochaete chrysosporium, Agave,

Sorghum.



[. INTRODUCCION

En las &reas de nanociencia y nanotecnologia, ha incrementado el interés
por la sintesis y modificacion de nanomateriales con estructura definida y
funcionalidad debido a sus diversas potenciales aplicaciones. Los avances
recientes en los nanomateriales han llevado al desarrollo de nanoparticulas
funcionales, las cuales son prometedoras en diversos campos, tales como la
medicina, la electrdnica, el area de alimentos, la produccion de biomateriales y la
produccion de energia. Debido a la preocupacion por el medio ambiente y el
desarrollo sustentable, existe una necesidad urgente por remplazar las materias

primas tradicionales y suplirlas con fuentes renovables.

Una de estas nanoparticulas son los nanocristales de celulosa (NCC), los
cuales se derivan de la hidrolisis 4cida de materiales ricos en celulosa, tales como
las plantas y los residuos agroindustriales. Los NCC son excelentes candidatos para
el disefio de nanomateriales funcionales debido a sus diversas caracteristicas, tales
como su alta area superficial, la presencia de grupos hidroxilo para su
funcionalizacion, su estabilidad coloidal, baja toxicidad, quiralidad y fuerza
mecanica. Uno de sus usos mas prometedores es la formacion de las matrices
poliméricas de nanocompositos, debido a que pueden proveerlos de un gran
refuerzo (Brinchi, Cotana, Fortunati, & Kenny, 2013; Tang, Sisler, Grishkewich, &
Tam, 2017).

En el area de alimentos, se ha propuesto usar los NCC como agente
texturizante 0 sustituto de grasa (Habibi, Lucia, & Rojas, 2010), para la formacion
de emulsiones de Pickering (Tang et al., 2017), y para el desarrollo de empaques
practicos y biodegradables, sustituyendo el uso de derivados petroquimicos,
combinandolos con PHVB (Ferreira, Mariano, Rabelo, Gouveia, & Lona, 2018;
Mondal, 2017; Siqueira, Bras, & Dufresne, 2010). De igual manera se han generado
peliculas solubles en agua para empaque de frutas y vegetales, mediante la
combinacion con goma guar, lo cual incremente la firmeza de la pelicula y disminuye

la permeabilidad al oxigeno (Cheng, Zhang, Cha, Yang, & Jiang, 2016).



Para la obtencién de NCC, en los ultimos afios se ha dado mucho enfoque
en el aprovechamiento de diversos residuos agroindustriales, los cuales tienen alta
concentracion de celulosa. Por un lado, es una materia prima econémica y por otro,
su eliminacién es simple (Brinchi et al., 2013). Estos residuos son considerados
material lignoceluldsico, por lo que para aislar la celulosa hay que retirar la lignina

de la biomasa, lo cual implica varios retos.

En la actualidad, los procesos llevados a cabo para la deslignificacion de
residuos agroindustriales son llevados a cabo a pH extremo y a altas temperaturas,
lo cual genera solventes organicos y compuestos fendlicos que resultan toxicos. Por
lo tanto, se propone la utilizacion de un hongo lignolitico, Phanerochaete
chrysosporium, por su habilidad de descomponer matrices lignoceluliticas y remover
compuestos toxicos recalcitrantes por medio de la secrecion de enzimas, tales como
la Manganeso Peroxidasa (MnP), Lignina Peroxidasa (LiP), Peroxidasa Versatil
(VP) y Lacasa (LP) (Coconi-Linares et al., 2014; Coconi-Linares, Ortiz-Vazquez,
Fernandez, Loske, & GoOmez-Lim, 2015; Coconi-Linares, Fernandez, Loske, &
GOmez-Lim, 2018)

Desafortunadamente, el método biolégico ain no es comercialmente viable
debido a la baja velocidad de despolimerizacion de la lignina y la baja diversidad y
produccién de enzimas clave para la degradacién de la biomasa. Por lo tanto, una
alternativa atractiva para mejorar la degradacion de la lignina es la sobreproduccién
de enzimas lignoliticas en huéspedes de una sola especie bajo condiciones de
cultivo ya consolidadas para el proceso. Esta aproximacion permite el incremento
de la fermentacion de la biomasa lignocelulitica, donde se pretende utilizar el hongo
Phanerochaete chrysosporium recombinante (cepa TF9), el cual ha demostrado de
manera exitosa la sobreexpresibn de las cuatro enzimas clave para la
deslignificacion: MnP, LiP, VP y LP, y ha sido probada en un estudio con bagazo de
cafa para la posterior produccion de biodiesel (Coconi-Linares et al., 2018, 2015).



II. ANTECEDENTES

[I.1 Materia Prima

Algunos subproductos agroindustriales que representan una potencial fuente
de NCC en Meéxico son los derivados de los cultivos de sorgo, y agave. Estos
residuos se consideran lignoceluldsicos, y se encuentran dentro de las distintas
fuentes para la obtencién de NCC, entre las cuales podemos encontrar tambien las
fuentes animales, de algas, bacterias y tunicados. Estas fibras lignocelulgsicas son
consideradas una de las mejores fuentes para el aislamiento de NCC, pero también
hay distintos factores a tomar en cuenta como la composicién quimicay la estructura
interna para las propiedades finales del producto (Trache, Hussin, Haafiz, & Thakur,
2017). Las materias primas propuestas para la obtencion de los NCC se desglosan

a continuacion.

1.1.1. Sorgo

El peso seco de los residuos agricolas del sorgo constituye aproximadamente
el 74% de la cosecha, entre estos residuos se encuentran los tallos, el forraje y
grandes cantidades de biomasa (ldris, Pandey, Rao, & Sukumaran, 2017). De
acuerdo con la SAGARPA, en México se cultivan tres tipos de sorgo que se
diferencian por el uso que se le da a la produccién. El sorgo grano es el mas
sembrado (5,195,388.74 Ton) y abastece a la industria de alimentos balanceados
para la ganaderia; le sigue el sorgo forrajero (3,218,392.02 Ton) que se utiliza como
forraje verde o seco y, finalmente, el sorgo escobero (7,596.08 Ton), cuya espiga
es utilizada para la fabricacion de escobas. Dependiendo de los diferentes cultivos
de sorgo, seran los desechos que se obtendran, pero en general representa un
problema de contaminacion. Este subproducto puede ser utilizado para la
produccion de NCC ya que el bagazo cuenta con un contenido reportado de celulosa
aproximado del 50% en peso seco (Qiu, Yadav, & Yin, 2017).
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[1.1.2. Agave

Las bebidas alcohdlicas tales como pulque, mezcal y tequila se obtienen de
diferentes variedades de maguey o0 agave, planta suculenta producida
principalmente en Jalisco, Guanajuato, Oaxaca, Nayarit, Michoacan y Tamaulipas.
Para el caso de agave azul, por cada kg cosechado se producen 0.12 kg de residuos
en base secay en 2015 se produjeron 103,114.8 ton de bagazo (CRT, 2015; SIAP,
2016). La produccion de tequila se ha visto incrementada de manera importante en
los dltimos afios, en 2017 se destinaron 956.7 mil toneladas de agave y-en lo que
va del 2018 se han destinado 186 mil toneladas (CRT, 2017), lo cual ilustra la alta
cantidad de bagazo generado. El bagazo de agave se usa como combustible para
calderas, forraje, material de construccion y relleno de muebles. Sin embargo, usos
como forraje y el material de construccion no son totalmente conveniente debido a
la baja digestibilidad para la nutricién animal y su baja homogeneidad con la arcilla
(Escoto et al., 2006), mientras que su uso como combustible representa una fuente
de contaminacién y el relleno de muebles sdlo se practica de manera regional. Por
ello, la utilizacion del bagazo de maguey para otros fines como la producciéon de
NCC es muy atractiva.

[I.2. Lignina

El término lignina deriva del latin “lignum” el cual significa madera. Esta
representa uno de los tres componentes de la biomasa lignoceluldsica, en conjunto
con la celulosa y la hemicelulosa. La lignina es el segundo polimero mas abundante
en la naturaleza y se producen industrialmente al afio aproximadamente 5x10°

toneladas de lignina.

Quimicamente es un material macromolecular reticulado derivado del
emparejamiento  oxidativo de  monolignoles, principalmente  alcoholes
hidroxicinamilo; los tres mayores componentes son los alcoholes p-cumaril, coniferil

y sinapil (Figura 1).

Las ligninas muestran composiciones especificas para cada planta, con
motivos y pesos moleculares que varian dependiendo de la planta y los factores

ambientales. La lignificacion se obtiene mediante reacciones de reticulacion de los

11



mondmeros de lignina o mediante acoplamiento polimero-polimero mediante los
radicales producidos mediante oxidasas. Los enlaces mas comunes presentes en
la estructura de la lignina son p-O-4, B-5, B-B, 5-5, 5-0O-4 y -1 (Figura 2).

Como resultado de su compleja estructura, casi el 98% de este polimero se
guema como fuente de energia en la industria de papel. Por lo tanto, un gran reto
biotecnolégico es desarrollar tecnologias sustentables para convertir esta biomasa
de residuo en biocombustibles, quimicos y nuevos biomateriales (Abe, Dusek, &
Kobayashi, 2010; Eriksson & Bermek, 2009; Pollegioni, Tonin, & Rosini, 2015).

A HO HO
F o
(0]
OH OH | | OH ‘
alcohol p-coumarilico alcohol coniferilico  alcohol p-sinapilico
NV “pan
P
OCH
’ S OCH;
..... O )
0 o}
Unidad de .
p-hidroxifenil Unlda.d (_je Unidad de
gualacil siringil

~

Figura 1. Estructura de los monémeros primarios y sus correspondientes unidades
estructurales en la lignina (Pollegioni et al., 2015).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de la lignina, mostrando
los enlaces mas comunes-(Pollegioni et al., 2015).

[1.3. Celulosa

La celulosa es el polimero natural mas abundante en la bidsfera, con una
produccion global aproximada de 1.5x10'? toneladas al afio. El uso de la celulosa
como materia prima renovable y biodegradable en diversas aplicaciones es una
solucion que se propone para enfrentar los problemas ambientales y de reciclaje

actuales.

La celulosa se encuentra distribuida en la naturaleza, ya sea en plantas,
animales, algas, hongos y minerales. De todas estas, la mayor fuente de celulosa
son las fibras de las plantas. Esta contribuye aproximadamente al 40% de la fraccién
de carbon de las plantas, sirviendo como elemento estructural en la compleja
arquitectura de sus paredes celulares. La celulosa puede ocurrir de manera pura en
las plantas, pero usualmente se encuentra acompafnada de hemicelulosa, lignina y

pequefias cantidades de extractivos.
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Independientemente de su fuente, la celulosa consiste de unidades de D-
glucopiranosa unidas mediante enlaces 3 1-4 glucosidicos (Figura 3). La celobiosa,
con una longitud de 1.3 nm puede considerarse la unidad de repeticion de la
celulosa, al contener dos unidades de D-glucopiranosa (Rojas, 2016; Wustenberg,
2015).

OH o OH on
AP A o
H&,O\% HO ”OW
OH OH OH OH

n

Figura 3. Estructura basica de la celulosa mostrando la unidad de celobiosa
(Trache et al., 2017)

[1.3.2. Nanocristales de Celulosa (NCC)

Los nanocristales de celulosa (NCC) consisten de particulas de celulosa en
forma de esfera o agujas, transparentes, de bajo peso, de alta cristalinidad y
resistencia, teniendo una dimension igual o menor a 100nm. Estas particulas se
obtienen usualmente a partir de hidrdlisis acida o enzimatica controlada de cualquier
fuente de celulosa y sus dimensiones van de 100-500 nm de largo o 10-20 nm de
ancho. Van a poseer distinta geometria dependiendo de su fuente bioldgica. En la

Figura 4 se muestran algunas de las propiedades de los NCC (Tang et al., 2017).

Grupos de : foloaia. Di iz
Grupof Ridroxil ‘ : Propiedades Morfologia, Dimension,
P "’ Superficie Activos Inherentes Propiedades Cristalinas
Grupos sulfato

Aréa Superficial Especifica

\_—_/

Grupos carboxil Rigidez, Propiedades
Grupos aldehido Meednigas
Carga Catidnica . : Dispersi6n, auto-ensamble
Nanocristal de Celulosa Nemiatica Quiral
C A Comportamiento Birrefrigente
arga Anlomea Carga de Dispersién | Comportamiento Reoldgico
Superficie Coloidel N

Figura 4. Propiedades de los Nanocristales de Celulosa (Tang et al., 2017).
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En el Cuadro 1 se muestran las fuentes de biomasa residual reportados

donde se han obtenido nanocelulosa, asi como su procedimiento de obtencion:

Cuadro 1. Métodos reportados para obtencién de nanocelulosa a partir de
biomasa residual (Jawaid, Boufi, & Khalil, 2017).

Biomasa residual

Procedimiento de obtencién

Cascarilla de arroz y Arundo donax

Rastrojo de maiz
Tallos de girasol

Fibras del cafiamo de Carmagnola

Tronco de Palma

Residuo de tela de algodén
Fibras de chile

Madera

Residuo de mazorca de maiz

Cascarilla de avena

Pulpa de bagazo de cafia de azucar
Paja de trigo y cascarilla de soya
Fibra de coco

Fruta de palma de aceite

Celulosa de madera dura

Madera, bambu, pajilla de trigo
Fibra de cascarilla de nuez de Areca

Céscara de platano

Paja de ajo

Paja de Xanthoceras sorbifolia
Céscara de maiz

Rastrojo de maiz

Residuo de algodén

Fibras de algodon

Pulpa de bambu

Residuo de tela de algodén

Lixiviaciébn &cida, tratamiento alcalino e hidrdlisis
sulfdrica concentrada

Extraccion quimica, blanqueamiento e hidrdlisis acida
Tratamiento de explosién con vapor y procedimiento de
hidrolisis

Tratamiento quimico y de pectinasa seguido de
hidrdlisis acida

Hidrolisis acida

Hidrolisis acida

Hidrdlisis acida

Tratamiento i6nico

Hidrolisis  sulftrica, hidrolisis con &cido férmico,
Oxidacion mediada por TEMPO y refinamiento de pulpa
Tratamiento quimico con cloruro de sodio e hidréxido de
potasio, seguido de hidrdlisis acida
Hidrolisis sulfdrica

Tratamiento quimico-mecanico
Tratamiento  quimico  mecanico
blanqueamiento y homogenizacion
Hidrolisis sulfdrica

Pretratamiento oxidativo con sistema TEMPO
Tratamiento quimico-ultrasénico

Tratamiento con  alcali, hidrédlisis acida vy
blanqueamiento mecanico mediante molienda vy
homogenizacion

Hidrolisis acido-béasica

Tratamiento basico y blanqueamiento seguido de
hidrélisis sulfarica

Agitacion mecanica asistida con
seguida de hidrolisis sulfarica

seguido de

ultrasonicacion

Extraccion quimica, blanqueamiento seguido de
hidrélisis sulfarica
Extraccion quimica, blanqueamiento seguido de

hidrolisis acida

Hidrolisis acida sin despulpado
Hidrdlisis acida
Hidrélisis catalizada
ultrasonicacion
Hidrdlisis acida

por FeCl; asistida con
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Residuo de camote Hidrdlisis sulfurica acompafiada de sonicacion y
homogenizacion

Fibras de bagazo de cafna Hidrolisis enzimatica seguida de sonicacion

Madera de alamo Pretratamiento quimico seguido de sonicacion de alta
intensidad

Fibras de hoja de pifia Explosién de vapor acoplada a tratamiento acido

Polvo de celulosa microcristalina Hidrdlisis acida

Cascarilla de soya Hidrdlisis sulfarica

[1.4. Obtencion de NCC

La obtencion de NCC a partir de materia celuldsica ocurre en dos etapas, las
cuales se muestran en la Figura 5. La primera es un pretratamiento del material,
donde se remueven de manera completa los materiales de la matriz (hemicelulosa,
lignina, etc.) y se aislan las fibras de celulosa. El segundo paso consiste en un
tratamiento quimico controlado, generalmente hidrolisis, para remover las regiones

amorfas del polimero de celulosa (Figura 5) (Brinchi et al., 2013).

Despulpado » Blanqueado
Astillado
Moliend i6
Biomasa e Ex;:ls:lonr Fraccionamiento
lignocelulésica o

Hidrolisis
acida

Glucosa
NCC
Acido

Sonicacion [ Dialisis — Centrifugacién

Caracterizacion Suspension de
NCC

Figura 5. Metodologia para la obtencion de CNCs a partir de biomasa
lignoceluldsica (Espino et al., 2014).
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[1.4.1. Pretratamientos

11.4.1.1. Procesos quimicos

Para el procesamiento quimico, los métodos mas comunes se basan en el
proceso de Kraft, el cual utiliza hidroxido de sodio (NaOH) y sulfuro de sodio (NazS),
seguido de un paso de blangueamiento que puede involucrar didxido de cloro
(ClO2), perodxido de hidrégeno (H202), ozono (O3) o acido peracético. La extraccion
de Kraft sirve para la solubilizacion de la mayoria de la lignina y de la hemicelulosa,
mientras que el blanqueamiento es utilizado para degradar los compuestos
fendlicos con grupos cromoforos presentes en la lignina y para eliminar los

subproductos generados por el rompimiento (Trache et al., 2017).

11.4.1.2. Procesos mecéanicos

Estos métodos consumen altas cantidades de energia, y demandan
generalmente altos niveles de presion o energia cinética. El producto, derivado del
despulpado mecénico, cominmente presenta composicion general a la materia
prima original. Algunos de estos métodos-son la homogeneizacion a altas presiones,
micro fluidizacion, criomolienda, ultra sonicacion de alta intensidad y transformacion

en polvo (Trache et al., 2017).

[1.4.1.3. Otros procesos

En los dltimos afios los procesos bioldgicos y enzimaticos han recibido la
atencién de algunos investigadores. Estos métodos dependen de la habilidad de
ciertos microorganismos y las enzimas que secretan para atacar directamente la
celulosa y cambiar la interfase entre la lignina y celulosa, para facilitar la remocién
de la fraccion de hemicelulosa asociada a la lignina. Estos procesos simplifican la
extraccion de la celulosa purificada con menor degradacion y pulpas con mayor
calidad (Trache et al., 2017).

11.4.2. Produccion de NCC

El procedimiento general para la produccion de NCC mediante hidrolisis
acida, después del pretratamiento deslignificante, consiste en los siguientes pasos
(Brinchi et al., 2013):
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1. Hidrdlisis acida del material celulésico puro bajo estrictas condiciones de
temperatura, tiempo, agitacion y con control de otras condiciones tales como
la naturaleza y concentracion del acido y la relacién de acido-celulosa.

2. Dilucion con agua para detener la reaccion y lavados repetidos seguido de
centrifugacion.

3. Didlisis extendida contra agua destilada para remover moléculas de acido
libres.

4. Tratamiento mecanico, usualmente sonicacién, para dispersar los
nanocristales como una suspension estable y uniforme.

5. Concentraciéon y secado de la suspension para producir CNC sdlidos.

En la Figura 6 se desglosan tanto los métodos para aislamiento de celulosa

como los de preparacion de NCC.

Madera Aislamiento de Celulosa
- Secado/molido/desencerado
~Purificacion C N C
-Deslignificacion: S
mecanica/quimica/biolégica/combinada

= -Blanqueado ] : 2o
Residuos Filtracion/Lavado/Secado s Y0t %
agro-
industriales

y

Preparacion de los CNCs

-Hidrélisis acida/Tratamiento mécanico/
Método Oxidativo/Hidrélisis enzimética/
Tratamiento i6nico/ Hodrdlisis de agua
subcritica/Procesos combinados

. -Purificacién y fraccionamiento

Figura 6 Distintos métodos para el aislamiento de celulosa y preparacién de NCC
(Trache et al., 2017)

Tunicados

II.5. Phanerochaete chrysosporium

Phanerochaete chrysosporium es un basidiomiceto pertenece a un grupo de
hongos lignoliticos que secreta diversas enzimas oxido reductoras, incluyendo la
Lignina Peroxidasa (LiP), Manganeso Peroxidasa (MnP), Peroxidasa Versétil (VP)

y Lacasa (Lac). Este hongo es capaz de degradar compuestos aromaticos, pero en
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especial, a la lignina, convirtiéndola a didxido de carbono para asi ganar acceso a
los polimeros ricos en carbohidratos de las paredes celulares de las plantas
(Martinez et al., 2004).

Phanerochaete chrysosporium ha sido el organismo modelo de los hongos
lignoliticos para la degradacion de lignina. Su sistema lignolitico se activa
principalmente por la falta de nitrégeno, pero también puede ser activado por la falta
de sulfuro o carbono (Kirk, Schultz, Connors, Lorenz, & Zeikus, 1978).

25 " .
4

St WA N

.‘7"‘

Figura 7. Phanerochaete chrysosporium degradando material lignolitico.

I1.6. Enzimas deslignificantes

A lo largo de los afios, se han reportado cuatro actividades enziméaticas
capaces de despolimerizar paredes de lignina, tres peroxidasas extracelulares: LP,
MnP, VP y las lacasas. Estas enzimas han ganado atencion debido a su capacidad
de catdlisis biolégica en la biodegradacion de material lignocelulitico (Pollegioni et
al., 2015).

I1.6.1. Lignina Peroxidasa
La LiP es una glicoproteina con un peso molecular de 38-46 kDa y pl de 3.2-
4.0, la cual contiene un i6n de hierro protoporfirina IX por cada mol de proteina y

cataliza la despolimerizacion de lignina oxidativa dependiente de H202. Es
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responsable también de la ruptura de enlaces éter 3-O-4 y de los enlaces Ca-Cf3 en
la lignina. Esta enzima presenta un gran potencial redox (Eo=1.2V), lo que le permite
catalizar la oxidacion de compuestos aromaticos no fendlicos incluso en la ausencia
de un mediador. Un ejemplo de reaccién catalizada por la LiP se muestra en la
Figura 8 (Eriksson & Bermek, 2009; Pollegioni et al., 2015).
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HO Lignin
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Figura 8. Mecanismo de reaccion de LiP en un modelo de lignina con un compuesto
éter B-aril arilglicerol (Pollegioni et al., 2015).

11.6.2. Manganeso Peroxidasa

La Manganeso- Peroxidasa (MnP) es una hemoproteina glicosilada con un
peso molecular de 40-50 kDa y representa la peroxidasa modificadora de lignina
mas producida comunmente y es secretada por la mayoria de los basidiomicetos

colonizadores de madera. La MnP cataliza la siguiente reaccion:

2Mn(ll) + 2H* + H202 = 2Mn(lll) + 2H20

La MnP es la unica hemoperoxidasa con un mecanismo de reaccion oxidativo

con un solo electron Mn2* como se muestra en la Figura 9 (Pollegioni et al., 2015).
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Figura 9. Ciclo catalitico de MnP (Pollegioni et al., 2015).

11.6.3. Peroxidasa versatil

La Peroxidasa verséatil se caracteriza por una gran preferencia de sustrato y
por compartir caracteristicas con las familias de MnP y LiP. Aunque no se encuentra
de manera natural en Phanerochaete chrysosporium, la cepa recombinante con la
que se plantea trabajar si puede expresar esta enzima (Coconi-Linares et al., 2014).

Dentro de esta enzima se han encontrado tres rutas putativas de alto alcance
de transferencia de electrones para oxidar sustratos aromaticos con alto potencial
redox. El modelo del ciclo catalitico de la VP implica la presencia de dos formas
enzimaticas, por lo cual es capaz de realizar la oxidacidon del alcohol veratril y de

ionizar MnZ*.como la MnP (Pollegioni et al., 2015).

11.6.4. Lacasa

La lacasa es una polifenol oxidasa que cataliza la siguiente reaccion:
4 Bencendiol + O2 = 4 benzosemiquinona + 2H20

Las lacasas fungicas se pueden encontrar como isoenzimas intra y
extracelulares, difiriendo de su estado oligomérico y su nivel de glicosilacion (10-

45%). La lacasa en cuestion contiene cuatro iones de cobre en tres sitios diferentes.
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En la forma de descanso de la enzima estos iones se encuentran en estado de
oxidacion +2 (Pollegioni et al., 2015). El ciclo catalitico propuesto para esta enzima

se muestra en la Figura 10.

Enzima en reposo 2 2
(Completamente Oxidada) Enzima reducida
H,0 -
2 g 0,
Paso 4 Paso 2
2H*
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|
OH H,0 1 H
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" ; P ’
T1 Cu?* c\uj Cu?# Cu?*  ——— 350‘3 Cu?® Cu?*
X S ~_ 25
" O { \ (0]
H 4RH  4Re+ H* H 2 H,0 2H* 2
W = s o )
T2 (Cu?* Cw) ——Lp C\Q @) : ; . o o e .
PASO 1 S Radical oxidado intermediario Peréxido intermediario

Figura 10. Ciclo catalitico propuesto de la Lacasa (Pollegioni et al., 2015).

[I.7 Caracterizacion de los NCC
La caracterizacion de los NCC nos va a permitir conocer su calidad,
rendimiento, asi como sus potenciales aplicaciones. En el Cuadro 2 se muestran los

métodos utilizados para la caracterizacion de los NCC.

Cuadro 2 Métodos utilizados para la caracterizacion de los NCC.

Método Fundamento

Difraccion. de Rayos X Esta técnica utiliza la difraccion de rayos X sobre
(DRX) muestra microcristalinas, donde idealmente toda
posible  orientacibn  cristalina se  representa
equitativamente. La orientacion promedio resultante
causa que el espacio tridimensional estudiado pueda
ser estudiado en una sola dimensién considerando una
sola difraccion, lo que le da una huella Gnica al material.

Andlisis Técnica mediante la cual la masa de una sustancia se

Termogravimeétrico (TGA)  monitorea como una funcion de la temperatura o tiempo
mientras la muestra se somete a un programa de
temperatura controlada en una atmosfera controlada,
por lo que su estado cambia.
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Microscopia Electronica de

Barrido (SEM)

Microscopia Electronica de

Transmision (TEM)

Espectroscopia Infrarroja

con transformada
Fourier (FT-IR)

de

Técnica microscopica que involucra la creacion de un
haz de electrones energéticos enfocado finamente
sobre una fuente de electrones. Después de la emision
de la fuente y la aceleracion a alta energia, el haz de
electrones se modifica mediante lentes y bobinas
electromagnéticas que actldan sucesivamente para
reducir el didmetro del haz y para escanear las
interacciones de este mismo con el espécimen, lo cual
genera una sefial que es capaz de digitalizarse y
generar un elemento visual.

Técnica microscopica mediante la cual un haz de
electrones se transmite a través de una especie para
formar una imagen. Esta especie tiene que ser
especialmente delgada, menor a los 100nm, para poder
generar esta imagen, la cual es generada a partir de la
interaccion de los electrones con la especie y se
magnifica mediante pantallas fluorescentes, pelicula
fotografica y un sensor con carga.

Es un método de espectroscopia infrarroja, donde la
radiacion infrarroja pasa a través de la muestra. Una
parte de esta radiacién es absorbida por la muestra y
otra pasa a través de ella (se transmite). El espectro
resultante representa la absorciobn y transmision
molecular, creando una huella molecular Unica de la
muestra. Ayuda a identificar materiales desconocidos,
la calidad o consistencia de una muestra o la cantidad
de componentes en una mezcla.
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[1l. JUSTIFICACION

Los NCC son un producto de alto valor agregado con uso potencial en la
industria de alimentos, y actualmente la obtencién de estos se lleva a cabo mediante
un proceso quimico que a gran escala resulta altamente contaminante, debido a la
utilizacion de alcali en altas concentraciones, asi como altas temperaturas lo cual
conlleva igualmente a un uso de agua excesivo. Para evaluar la disminucién del
impacto ambiental del proceso, se propone la utilizacibn de una cepa de
Phanerochaete chrysosporium recombinante, hongo capaz de la deslignificacion de
la materia lignocelulitica en la primera etapa del proceso de obtencién de NCC, asi
como el aprovechamiento de diversos residuos agroindustriales presentes en
México, los cuales no estan siendo explotados en su maximo potencial, tales como

los residuos de la industria tequilera y del sorgo.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. General

e Obtener y caracterizar NCC a partir de los residuos agroindustriales del
agave y sorgo mediante la utilizacion de Phanerochaete chrysosporium para

la etapa de deslignificacion.

IV.2. Particulares

e Deslignificar los residuos agroindustriales del arroz, agave y sorgo mediante
la utilizacion de Phanerochaete chrysosporium.

e Deslignificar los residuos agroindustriales del arroz, agave y sorgo mediante
el proceso quimico tradicional.

e Obtencion de los NCC mediante la utilizacién del proceso de hidrdlisis &cida
tradicional.

e Caracterizacién de los NCC obtenidos, tanto por el proceso biol6gico como
quimico, para comparar eficiencias de produccién y calidad.
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V. METODOLOGIA
V.1l. Materiales

V.1.1. Materiales biologicos

La fibora de bagazo de agave azul (Agave tequilana Weber var. azul) fue
proporcionado por Biosolutions (Biosolutions Plastics, San Pedro Garza Garcia, NL,
México). La fibra de sorgo fue obtenida en una parcela de cultivo de sorgo en
Guanajuato, México. La cepa seleccionada para este trabajo fue P. chrysosporium
TF9 recombinante, la cual sobreexpresa las oxidorreductasas MnP1, LiPH8, VPL2
y LAC111b, desarrollada por el grupo de trabajo del Dr. Miguel Angel Gémez Lim,
CINVESTAV Irapuato (Coconi-Linares et al., 2018).

V.1.2. Materiales quimicos

El Hidroxido de Sodio, el acido sulfurico y el &cido acético glacial se
adquirieron de JT Baker (Mallinckrodt Baker, Inc., Phillipsburg, NJ, USA). El clorito
de sodio y la membrana para didlisis se adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis
MO, USA). El medio PDA es de MCD LAB (MCDLAP S.A. de C.V., Oaxaca, México).
El medio Czapek fue preparado utilizando sacarosa (30.0 g/L), nitrato de sodio (2.0
g/L), fosfato de dipotasio (1.0 g/L), sulfato de magnesio (0.5 g/L), cloruro de potasio
(0.5 g/L), sulfato ferroso (0.01 g/L) a pH 7.3 a 25°C. Otros quimicos y solventes

usados en los experimentos fueron de grado analitico.
V.2. Métodos

V.2.1. Pretratamiento de las muestras.

Los subproductos se lavaron con agua destilada 3 veces durante 10 minutos
para la remocion del polvo e impurezas solubles. Las muestras se secaron a 50°C
durante 24 horas en un horno de convecciéon y almacenaron en bolsas de polietileno
para su posterior utilizacion. Posteriormente, se redujo el tamafio de las fibras y se

molieron en un molino de café, pasando por un tamiz de 20 um (Espino et al., 2014).

V.2.2. Caracterizacion de la fibra
El contenido de humedad y ceniza fue determinado de acuerdo a la
metodologia de la AOAC (2000).
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V.2.2.1. Cenizas

Se llevé a peso constante un crisol en mufla a 550°C para pesar 5g de
muestra, posteriormente se calentd en mechero hasta que se dejaron de producir
humos y luego se coloco dentro de la mufla calentando a 550°C hasta llegar a peso

constante con la muestra completamente calcinada. Se utilizo la siguiente ecuacién

Pceniza

x100

%¢Cenizas =
muestra

V.2.2.2. Humedad
Se llevo a peso constante un crisol en horno durante 3 horas: Posteriormente,
5g de muestra humeda se pesaron en el crisol y se calentd entre 3 y 6 horas a 105

°C hasta peso constante. Se utilizé la siguiente ecuacion:

l:)crisol+muestra himeda — 1:)crisol+muestra seca

%Humedad = x100

Pmuestra himeda

V.2.2.3. Lignina

El contenido de lignina fue determinado por las metodologias de la NREL/TP-
510-42619 y NREL/TP-510-42618. Brevemente, se pesaron 300 mg de muestra en
un frasco para esterilizar, se afiadieron 3 mL de H2SO4 al 72% y se mezclé. Se llevd
a bafio a 30°C durante 1h, agitando cada 10 minutos para garantizar una hidrdlisis
uniforme. Terminando los 60 minutos, se afiadieron 84 mL de agua desionizada,
llevando la concentracién del acido al 4%, mezclando bien para homogeneizar. La
mezcla de reaccién se colocé en una autoclave a 121°C durante 1 hora. Terminando
este tiempo, se pasaron los tubos a bafio de hielo hasta llegar a temperatura
ambiente. Se filtr6 el hidrolizado con constantes lavados de agua caliente en crisoles
con filtro. Finalmente, se sec6 a 105°C la fraccion solida hasta peso constante. La

lignina se calculé con la siguiente ecuacion:

% Lignina = A*100/W
Donde:

A= Pero de la lignina en gramos
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W= Peso seco de la muestra en gramos

V.2.2.4. a-celulosa

El contenido de celulosa fue determinado de acuerdo a lo descrito por
Mariano, Cercend, & Soldi et al, (2016). La a-Celulosa es la fraccién de holocelulosa
insoluble en NaOH 17.5% bajo ciertas condiciones. 0.5g de fibra fue colocada en un
matraz donde 6 mL de una solucion de NaOH al 17.5% se adiciono durante 10
minutos. La muestra se dejo reposar por otros 3 minutos. Posteriormente se
afiadieron 5 mL de la misma solucién de NaOH y se agito la solucion durante 30
min. 15 mL de agua destilada se adicionaron y se agitd durante otros 30 minutos.
La suspension se filtré a través de un filtro de vidrio no. 2 y se lavé con una solucién
de NaOH 8.5% y una solucion diluida de &cido acético. El filtrado se sec6 durante 4
horas a 105°C y la cantidad de a-celulosa se determind por andlisis gravimétrico de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

peso de a — celulosa
% de o — celulosa = —m x 100
peso inicial de la muestra

V.2.2.5. Holocelulosa

La holocelulosa se determin6 segun la metodologia de la American Standard
D1104-56 descrita por Hakiri Acma et al., 2014. Se pes6 1g de la muestra en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL y se afadieron 150 mL de agua destilada
(previamente calentada a 70°C). Con constante agitacion, se afiadieron 1g de
NaClO2 y 0.2 mL de-&cido acético. Esta mezcla se llevé a 70°C durante 1h. Se
afadio otro gramo de NaClO2y 0.2 mL de &cido acético cada hora 3 veces (4 horas)
o hasta que la muestra se encontraba completamente blanca. Se detuvo la reaccién
en hielo y se filtr6 el material al vacio y lavo con agua destilada repetidas ocasiones.

Se sec6 a 105 °C hasta peso constante.

La hemicelulosa fue calculada por la diferencia entre holocelulosa y

hemicelulosa.

V.2.2. Fermentacion en estado so6lido
Se propagaron las cepas del hongo Phanerochaete chrysosporium y la cepa
recombinante TF9 proporcionadas, evitando esporulacion, en placas Petri a 25°C
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en Agar Papa Dextrosa durante 8 dias (Dong, Yang, Zhu, Wang, & Yuan, 2013).

Las placas no utilizadas se almacenaron a 4°C hasta su posterior utilizacion.

Para determinar el mejor proceso de fermentacion, se propusieron dos
medios utilizados previamente para fermentacién en estado sélido de distintos
sustratos con cepas de Phanerochaete chrysosporium por Dong et al., (2013) y

Coconi Linares et al., (2018).

Para preparar el medio propuesto por Coconi et al., se adicionaron en 100
mL de agua estéril 0.5g de nitrato de sodio (0.5%), 0.1g de cloruro de manganeso
(0.1%) y 0.1g de tiamina (0.1%). Para la metodologia de Dong et al. se preparo el
medio Czapek como se describié previamente. En matraces Erlenmeyer de 250 mL
se afiadieron 5 g de biomasa. Para la metodologia de Coconi et al. se afiadieron 5
mL de medio (1:1) y para la metodologia de Dong et al. se afiadieron 10 mL de
medio (1:2) segun lo reportado por los autores. Todos los matraces se esterilizaron
a 121°C durante 1 hora.

Posteriormente, para preparar el indculo se realizaron 6 cortes de 5 mm de
diametro de micelio fresco. Se inocularon los matraces con los cortes de agar y se
incubo durante 10 dias a 37°C. Durante estos 10 dias se mezclé manualmente el
contenido cada dos dias ya que el sustrato se compacta con el micelio. De igual
manera si se observaba que se deshidrataba el sustrato, se afiadian 2 mL de agua

destilada estéril para rehidratacion.

En todos los casos existié un control sin inocular y se realiz6 el experimento

por triplicado.

Se realizé muestreo cada 2 dias, donde la biomasa se diluy6é en una mezcla
de acido acético:acido nitrico (8:1) agitando moderadamente durante 1 h para
posteriormente filtrar a través de papel filtro No. 1, todo esto para remover el micelio
del hongo. La fraccién sélida se sec6 en horno a 80°C hasta obtener peso constante

y se evalué el contenido de lignina y se determiné el pH.

V.2.3. Deslignificacion mediante procesamiento quimico.
500 mL de una solucion de NaOH al 2% se agregaron a 25 g de muestra. Se
la mezcla se calenté a 100°C durante 4 horas, con agitacion constante. La pulpa
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resultante se filtré y lavé hasta la neutralidad. Se sec6 durante 12 h a 50°C en un

horno de conveccion (Santos et al., 2013).

V.2.4. Blanqueamiento del material deslignificado.

Posterior al tratamiento alcalino y a las fermentaciones, el material fue
blanquedo para remover los remanentes de lignina y holocelulosa con una solucion
preparada en partes iguales (v:v) de una solucién amortiguadora de acetato (279
NaOH y 75 mL &cido acético glacial, diluidos en 1L de agua) y una solucién acuosa
de clorito de sodio (1.7% pv de NaClO2 en 1L de agua). El tratamiento alcalino se
llevé a cabo durante 4h a 80°C. Este material se lavo repetidamente con agua
destilada hasta pH neutro y fue secado subsecuentemente a 50°C durante 12h en
un horno de conveccién. El contenido del material en estos experimentos fue del
5% (p/p). Este procedimiento se llevd a cabo 3 veces'y se evalud el contenido de
lignina para determinar cuantos pasos son necesarios llevar a cabo con ambos

pretratamientos.

V.2.5. Produccién de los nanocristales de celulosa (NCC).

Se llevo a cabo la hidrdlisis acida de la pulpa blanqueada en H2SO4 64%
durante 20, 40 y 60 minutos a 50°C con agitacion constante (5g de pulpa por 200mL
de solucion acida). Se detuvo la reaccién con agua destilada fria y se realizd una
centrifugacion a 10,000rpm/15 min/15°C para separar los nanocristales. La solucién
se dializé contra agua destilada hasta pH neutro (aproximadamente 3 dias). Se
almacenaron a 4°C para conservacion y se liofilizé para obtener los nanocristales

en estado seco.

V.2.6. Analisis de la Celulosa y los Nanocristales de Celulosa

V.2.6.1. Difraccion de Rayos X (DRX)

Se llevé a cabo en difractdmetro de rayos X, con radiacion Ka (A=1.54A)
generada a un voltaje de 45kV y corriente de 40 mA, con escaneo de 5° a 60°. El
indice de cristalinidad de los nanocristales se evaluo con la ecuacion de Busche-

Diller y Zeronian:
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Donde |1 es la intensidad en el minimo (26=18.8°) e |2 es la intensidad

asociada con la region cristalina de la celulosa (26=22.7°) (Espino et al., 2014).

V.2.7.2. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La microestructura de las muestras liofilizadas fue observada con un
microscopio de barrido electrénico (SEC, Mini-SEM SNE-3200M, South Korea) a un
voltaje de aceleracion de 20kV. Previo a utilizar el SEM, las muestras fueron

cubiertas en oro usando un pulverizador ionico (MCM-100, SEC).

V.2.7.3. Espectroscopia Infrarroja de reflectancia total atenuada con

transformada de Fourier (ATR-FTIR)

El andlisis ATR-FTIR fue llevado a cabo para determinar los grupos
funcionales que fueron convertidos y eliminados durantela degradacion de las
fibras, aislamiento de la celulosa y produccion de los NCCs. Los espectros ATR-
FTIR fueron recolectados en una camara con temperatura y humedad controladas
a 24°C y 40% respectivamente con el accesorio de ATR Golden Gate of Specac
Ltd. (Orprington, U.K.) acoplado al equipo de FTIR Bruker Tensor 37 (Rheinstetten,
Germany). Los espectros de las muestras fueron escaneados con longitudes de
onda en el rango de 4000 cm™* a 650 cm™. Los espectros son el promedio de 40
escaneos. El analisis de los datos espectrométricos fue llevado a cabo con el
software Grams/Al 7.02 (Galactic Industries, Salem, NH, USA).

V.2.7.4. TEM
Las imagenes de TEM fueron obtenidas utilizando un microscopio de transmisiéon
electrénica TEM Philips CM100 con un voltaje de operacion de 80kV. La suspension
de la muestra fue depositada en el grid y se dejé reposar durante 5 minutos.
Posteriormente, este fue tefiido usando acido fosfotunsgénico 2% (PTA) durante 5
minutos y se dejé secar antes de capturar la imagen.

V.3. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media + la desviacion
estandar. Se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA), en un disefio unifactorial y las
diferencias entre las medias se analizaron por el método de Tukey, utilizando el

programa R 3.4.1.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
VI.1 Caracterizacion de materia prima

La composicién de los residuos agroindustriales objeto de estudio se muestra
en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Andlisis proximal de materia prima

Fibra de Tallo de Panoja de

Agave Sorgo Sorgo
Celulosa (%) 32.85+0.32® 34.67+0.162 21.45+1.56°
Hemicelulosa (%) 38.36+0.322 29.24+0.16° 20.69+1.56¢
Lignina (%) 20.7+0.032 17.03+1.92  19.82+4.192
Cenizas (%) 7.08+0.89° 8.47+.0152 5.04+0.15°¢
Humedad (%) 3.87+0.06°¢ 9.23+0.07° 9.81+0.072

Los resultados se presentan como la media * la desviacion estdndar de 3 réplicas. Letras diferentes

por cada linea representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05).

Cada fuente de material lignocelulésico va-a tener distintos porcentajes de
celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales van a depender completamente de su
fuente, por lo que no es de sorprender que, con el andlisis estadistico, las muestras

presentan diferencia significativa.

La materia lignocelulésica llega a tener porcentajes de celulosa que van del
30 al 88% ,asi como porcentajes de lignina desde el 1% hasta el 45% (Brinchi et al.,
2013), por lo que resulta indispensable evaluar el porcentaje de estos componentes
para determinar el interés de estas materias para la produccion de nanocristales de
celulosa. Como podemos observar, tanto para la fibra de agave como para el tallo
de sorgo, se obtuvieron porcentajes por encima del 30%, por lo que se determina
proseguir.el trabajo de investigacion con estos materiales, no asi con la panoja de
sorgo, que con un 21.45%, presenta un porcentaje muy bajo para el aislamiento de

la celulosa.

El residuo de agave analizado muestra un porcentaje de celulosa menor a lo
previamente reportado por Espino et al. (2014) y Robles et al. (2018), quienes
reportaron porcentajes de 45.5 y 54.6% respectivamente. De igual manera, Alonso-
Gutiérrez (2005) report6 un porcentaje de 43% de celulosa en agave azul. De todos
estos trabajos también es interesante observar que la hemicelulosa representa

aproximadamente la mitad que la celulosa, mientras que en la muestra de agave
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objeto de estudio el porcentaje de hemicelulosa es mayor al de celulosa. Al obtener
un porcentaje de hemicelulosa mas alto que el de la celulosa, durante el trabajo va
a ser necesario la utilizacion de diversos pasos de blanqueamiento para garantizar
la remocién de esta. El residuo de agave analizado presenta porcentaje de lignina
un poco mas alto a los valores reportados en la bibliografia que van de 15 a 18.7
(Espino et al., 2014), por lo que es interesante la materia prima para observar la

accion de las cepas de Phanerochaete chrysosporium para su remocion.

En cuanto al tallo de sorgo, los datos obtenidos son menores a los reportados
por Idris et al. en 2017, para celulosa (39.58%) y lignina (21.72%). En cuanto a la

hemicelulosa, reportaron un 20.15%.

VI.2 Fermentacion en estado solido

Para evaluar el procedimiento de deslignificacion bioldgica se utilizaron dos
cepas de P. chrysosporium, una cepa hativa y una transformante TF9, ambas
proporcionadas por el grupo de trabajo del Dr. Miguel Angel Gomez Lim
CINVESTAV lIrapuato (Coconi-Linares et al., 2018, 2014, 2015). Para los fines de
este trabajo, que son la eliminacién de lignina en los subproductos agricolas se
utilizé la cepa TF9 (Figura 11) reportada por Coconi-Linares et al, la cual presentd

en su trabajo la mayor degradacién de lignina en bagazo de cafia de azUlcar y trigo.

De manera adicional, se considero trabajar la fermentacion hasta los 10 dias
debido a la degradacién de celulosa por parte del hongo después de este tiempo se
refleja en produccién de glucosa (Coconi-Linares et al., 2018). Esto se realiza para
obtener.-un tiempo de fermentacion ideal para la maxima remocion de lignina sin

afectar los porcentajes de celulosa presentes en los materiales.
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Figura 11. Cuerpo fructifero de P. chrysosporium TF9 en microscopio, objetivo 40X.

En el Cuadro 4 se presentan los valores de % lignina durante la fermentacion
del residuo de agave y la Figura 12 presenta la gréafica correspondiente. Se puede
observar que existe una mayor eficiencia de deslignificacion con la cepa
transformante que con la nativa, llegando a un porcentaje de deslignificacion de
63.32y 69.51% en los medios de Dong (RATD) y Coconi (RATC), respectivamente.
Con la cepa nativa se consiguieron porcentajes de deslignificacion de 33.52% y de
34.21% en RACC y RACD, respectivamente. Estos porcentajes logrados con la
cepa transformante TF9 son similares a los reportados por Coconi et al., 2018, en
bagazo de cafia de azucar (66.03%) y en residuos de trigo (59.22%).

Cuadro 4. Porcentajes de lignina durante las fermentaciones en estado soélido de
la fibra de agave con la cepa control de P. chrysosporium y la transformante TF9
con ambos medios de cultivo.

Lignina (%) Residuo de Agave Residuo de Agave
P. chrysosporium P. chrysosporium TF9
Tiempo de Medio Dong Medio Coconi  Medio Dong et Medio Coconi et
Fermentacion et al. et al. al. al.
(Dias)
0 20.17+0.162 20.47+0.932 20.65+0.912 20.73+0.362
2 18.26+0.222 18.35+0.452 17.6+x0.992 19.1+0.62
4 16.47+0.322 16.65+0.82 15.4+0.522 15.3+0.72
6 15.18+0.152 16.05+0.612 8.47+0.41° 14.45+0.322
8 14.2+0.162 14.25+0.182 7.69+0.82°¢ 9.27+0.64°
10 13.27+0.262 13.61+0.532 6.29+0.61°¢ 7.6+0.41°

Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar de 3 réplicas. Letras diferentes

por cada linea representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05).
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Figura 12. Concentracién y porcentaje final de lignina durante las fermentaciones
en estado sdlido de la fibra de agave.

También se observa que se obtiene una mayor deslignificacion utilizando el
medio RATD. Esto puede deberse a la presencia inicial de glucosa, asi como otros
componentes que asisten la fermentacion del hongo sin llevarlo a condiciones
limitantes como lo hace el medio propuesto por Coconi y colaboradores. Esta
influencia del-medio también se puede observar en los resultados presentados en
el Cuadro 5 y su grafica correspondiente (Figura 12). Se puede observar cémo el
medio del experimento RATD es mas acido durante todo el proceso de fermentacion
debido a la presencia de la glucosa, la cual confiere esa acidez al medio. Se podria
inferir que el pH del medio asistié la fermentacion a ser un poco mas efectiva, asi
como la misma presencia de la glucosa. Con el analisis estadistico se demuestra
que la fermentacion RATD es mejor que la RATC, presentando diferencia

significativa en la prueba de Tukey en el cambio de pH del dia 8 al 10 («=0.05).
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Cuadro 5. pH durante las fermentaciones en estado sélido de la fibra de agave
con la cepa control de P. chrysosporium y la transformante TF9 con ambos medios
de cultivo.

pH Residuo de Agave
P. chrysosporium

Residuo de Agave
P. chrysosporium TF9

Tiempo de Medio Dong Medio Coconi  Medio Dong et Medio Coconi et
Fermentacion et al. et al. al. al.
(Dias)

0 4.65+0.07° 7.42+0.122 4.65+0.16° 7.25+£0.032
2 4.79+0.17° 7.21+0.082 4.56+0.08" 7.19+0.072
4 4.36+0.3°¢ 7.14+0.05° 4.08+0.13°¢ 7.69+0.22
6 4.45+0.1° 6.99+0.04 2 4.64+0.32° 6.81+0.312
8 4.41+0.1° 6.89+0.04 2 4.17+0.29° 7.08+0.24 2
10 3.89+0.16° 6.02+0.082 2.02+0.03¢ 4.41+0.22°

Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar de 3 réplicas. Letras diferentes

por cada linea representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05).

Al final de las fermentaciones con la cepa transformante se observa el salto
drastico de pH en el cambio de dia 8 al dia 10, observando una diferencia
significativa entre la cepa transformante y la cepa nativa, tanto en el medio Dong
como en el Coconi, respectivamente. Este se puede suponer debido a un aumento
de concentracién de la glucosa, derivada de la fermentacién de la celulosa,

determinando asi el tiempo ideal para detener el proceso biotecnoldgico.

En cuanto a los residuos del tallo de sorgo, el comportamiento de la
fermentacion fue muy similar a los resultados obtenidos con el residuo de agave,
solamente con un porcentaje un poco menor de eficiencia, pero demostrando que
el uso del medio TSTD en las fermentaciones asi como la cepa transformante,
ayuda a obtener los mejores rendimientos de remocion de lignina, obteniendo
porcentajes de remocion de 63.72% para la cepa transformante con el medio
propuesto por Dong et al. (TSTD) y de 59.89% para el medio propuesto por Coconi
et al. (TSTC). Significativamente no hay diferencia estadistica entre los resultados
de TSTDy TSTC, pero como en el agave hubo mejor porcentaje de deslignificaciéon
con RATD, se recomienda usar el medio Dong para metodologias a futuro. En
cuanto a la cepa nativa se obtuvieron porcentajes de remocion de lignina de 34.11%
y de 39.25% para la cepa nativa en medio Coconi y en medio Dong,

respectivamente.
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Cuadro 6. Porcentajes de lignina durante las fermentaciones en estado sélido del
tallo de sorgo con la cepa control de P. chrysosporium y la transformante TF9 con
ambos medios de cultivo.

Lignina (%)

Tallo de Sorgo

P. chrysosporium

Tallo de Sorgo
P. chrysosporium TF9

Tiempo de Medio Dong Medio Coconi  Medio Dong et Medio Coconi et
Fermentacion et al. et al. al. al.
(Dias)
0 19.17+0.262 18.85+0.292 18.8+0.25¢2 18.9+0.682
2 17.45+0.272 17.09+0.21 2 15.31+0.51° 16.29+1.212
4 16.18+0.342 16.24+0.192 11.03+0.65°¢ 12.93+0.3°
6 14.73+0.212 15.34+0.422 9.32+0.61°¢ 11.82+0.21°
8 13.52+0.35¢2 13.86+0.322 7.16+0.33° 7.67+0.73°
10 11.65+0.352 12.42+0.332 6.82+0.48" 7.58+0.17°

Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar de 3 réplicas. Letras diferentes

por cada linea representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05).

Los comportamientos de pH también demuestran medios mas acidos con el
medio Dong que con el medio de Coconi, siendo el final de la fermentacién para la

transformante, el salto de pH entre los dias 8 y.10, como se observa en el Cuadro 7.
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Figura 13. Concentracion y porcentaje final de lignina durante las fermentaciones
en estado sélido del tallo de sorgo.
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Cuadro 7. pH durante las fermentaciones en estado sélido del tallo de sorgo con
la cepa control de P. chrysosporium y la transformante TF9 con ambos medios de

cultivo.
pH Tallo de Sorgo Tallo de Sorgo
P. chrysosporium P. chrysosporium TF9
Dias de Medio Dong Medio Coconi  Medio Dong et Medio Coconi et

Fermentacion et al. et al. al. al.
0 5.12+0.1° 7.15+0.04 2 5.05+0.06 ° 7.19+0.072
2 5.03+0.06 ° 7.12+0.04 2 4.98+0.07° 7.1+0.12
4 4.93+0.04° 7.06+0.022 4.67+0.04°¢ 6.98+0.022
6 4.99+0.02° 6.99+0.04 2 4.72+0.02°¢ 7.02+0.012
8 5.23+0.03° 7.02+0.04 2 4.69+0.02°¢ 6.78+0.032
10 4.76+0.26°" 6.88+0.032 2.43+0.35°¢ 4.62+0.09°

Los resultados se presentan como la media * la desviacion estandar de 3 réplicas. Letras diferentes

por cada linea representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05).

Como se puede observar en los resultados de las fermentaciones, tanto para
el tallo de sorgo como para el residuo de agave, los mejores procedimientos de
remocion de lignina ocurren con la cepa transformante TF9 de P. chrysosporium,
recomendando como mejora en el proceso, un mayor control en la humectaciéon del
medio, evitando la deshidratacién del proceso, asi como implementar un sistema
que permita una mayor superficie de contacto. Asi, también se observa que el hongo
es capaz de realizar la fermentacion sin un iniciador, como se maneja en el trabajo
de Coconi et al, pero la presencia de uno, asi como otros aditivos para la
fermentacién, cambian las condiciones del medio, como el pH, para volverlo mas

efectivo.

También se observa que la cepa transformante es casi el doble de efectiva
que la cepa nativa en ambos casos, gracias a la coexpresion y sobreexpresion de

las enzimas logradas por la transformacién del hongo.
VI.3 Purificacion de la celulosa

Para obtener la celulosa, posterior al tratamiento biolégico, se tienen que
eliminar los remanentes de lignina, asi como la hemicelulosa, otro factor importante
en las matrices lignocelulésicas. Este proceso, referido como blanqueamiento, es

importante realizarlo mas de una ocasion para garantizar la remocion de estos
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compuestos y tener la celulosa con el grado de pureza mas alto posible (Silvério,

Flauzino Neto, Dantas, & Pasquini, 2013).

Cuadro 8. Concentracién de lignina en los distintos pasos de deslignificacion y
blanqueamientos de los tratamientos quimico y biologico.

Residuo de Agave Tallo de Sorgo
Lignina (%) Tratamiento  Tratamiento Tratamiento Tratamiento
Quimico Bioldgico Quimico Bioldgico
Fibra Nativa 20.7+0.032 17.03+1.92
Deslignificacion 17.63+2.142 6.29+0.61° 5.39+0.05° = 6.82+0.48°

ler Blanqueamiento 8.7+0.142 4.08+0.28° 3.98+0.95° 3.93+0.17°

2do Blangueamiento 2.88+0.792  1.58+0.512 1.22+1@ 1.5+0.43¢2

Los resultados se presentan como la media * la desviacién estandar de 3 réplicas. Letras diferentes

por cada linea representan diferencia significativa con la prueba de TUKEY (a=0.05).

Por lo tanto, se realizaron blanqueamientos consecutivos hasta que la lignina
en las muestras fuera indetectable. Mediante el método gravimétrico se determiné
gue la remocion de lignina se alcanzaba en el tercer blanqueamiento (Cuadro 8.
Concentracion de lignina ‘en: los distintos pasos de deslignificacion vy
blanqueamientos de los tratamientos quimico y bioldgico.. En el caso del residuo de
agave, el tratamiento quimico de deslignificacion basado en el uso de NaOH
produce material con-un 17.63 % de lignina. Comparando el resultado con la
remocidén biolégica de lignina (6.29%) es evidente la mejora sustancial del
procedimiento, siendo estadisticamente significativa. En el caso del sorgo, no se
encontrd diferencia significativa entre el tratamiento quimico y biologico en la etapa
de deslignificacion, por lo que se recomienda utilizar en un futuro el procedimiento

biotecnolégico propuesto debido a su menor impacto ambiental.

Debido a lignina residual y hemicelulosa es importante llevar a cabo
procedimientos de blanqueado. Se observé que después de tres tratamientos de
blanqueado no se detectd lignina por el método gravimétrico para ambos

tratamientos. Aunque se logra la remocion de lignina en el proceso de
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blanqueamiento se recomienda buscar otros procedimientos libres de cloro para
trabajos futuros. El mismo comportamiento se observo para el sorgo. Es importante
sefalar que el tratamiento quimico es mas efectivo para deslignificar el material de
sorgo que el de agave, alcanzando 71.26 % y 14.95% de deslignificacién

respectivamente.

VI.4 Andlisis de celulosa aislada

VI1.4.1 Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada
de Fourier
A diferencia de la metodologia gravimétrica, la lignina se puede detectar al

momento de observar el espectro infrarrojo de las muestras. Se realiz6 el espectro
del segundo y tercer blanqueamiento en ambos tratamientos quimico y biolégico
(Figura 14), mostrando aqui el segundo blanqueamiento del biolégico y el tercero
del quimico, donde se observa la menor concentracion-de lignina en las muestras.
La lignina presenta sus principales vibraciones en las ondas de 1450 cm, 1516
cmt y 1612 cm?, correspondiente a los anillos aromaticos presentas en su

estructura.

De igual manera la banda en 1060 cm-! es correspondiente a la vibracién del
anillo glucosidico correspondiente a la celulosa, y la onda en 3411 cm también
corresponde a la celulosa, siendo causa las vibraciones de los grupos hidroxilo
presentes en la molécula, observando por lo tanto, que la celulosa es el componente
con mayor presencia después de los tratamientos de blanqueamiento, con algunas
fracciones de lignina aln presentes pero en un porcentaje muy bajo (Bae et al.,
2017; Johar, Ahmad, & Dufresne, 2012; Nascimento et al., 2016; Robles et al.,
2018).
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Figura 14. Espectro infrarrojo de las muestras de celulosa aislada.

VI.4.2 Difraccion de Rayos X

Como se observa en la Figura 15, encontramos los picos caracteristicos de
la celulosa en el plano de difraccion, los cuales son el dngulo 22.6°, 16.7° y 15°
(Mondragon et al., 2014). A partir de la ecuacion de Busche-Diller y Zeronian, se
obtuvo la cristalinidad de las muestras de celulosa como se muestra en el , siendo
las muestras tratadas biol6gicamente las que presentaron mayor cristalinidad,
comparando con las tratadas quimicamente. Se sugiere la hipétesis en que a las
regiones amorfas que pueden haber sido removidas durante los procedimientos,
tanto de deslignificacion como de blanqueamiento, dejando mayores zonas

cristalinas. de celulosa expuestas.

Cuadro 9. Se observan datos de cristalinidad un poco mas altos o similares
a algunos reportados por la bibliografia, como el de 56.5 de fibra blanqueada de
arroz (Johar et al., 2012), 74% para fibra blanqueada de Agave angustifolia (Rosli,
Ahmad, & Abdullah, 2013), 68.4% para bagazo de cafia de azucar (Feng et al.,

2018), entre otros. Esta cristalinidad se debe a las regiones cristalinas presentes en
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la celulosa, lo cual se demuestra en los espectros obtenidos, siendo las muestras
tratadas biolégicamente las que presentaron mayor cristalinidad, comparando con
las tratadas quimicamente. Se sugiere la hipotesis en que a las regiones amorfas
que pueden haber sido removidas durante los procedimientos, tanto de
deslignificacion como de blanqueamiento, dejando mayores zonas cristalinas de

celulosa expuestas.

Cuadro 9. Cristalinidad de las distintas muestras de celulosa.

RAQ RAB TSQ TSB
Crl (%) 65.03 69.91 63.59 63.88
- 16.7° 22 6°
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Figura 15. Lectura de difraccion de rayos X (XRD) de muestras de celulosa de las
distintas muestras y tratamientos.

VI1.4.3. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)



Mediante las imagenes de SEM de las muestras aisladas de celulosa, se
puede observar que la mayoria de las regiones amorfas de hemicelulosa y lignina
fueron removidas, que, en conjunto con los demas analisis, se puede verificar el alto

grado de pureza de la celulosa extraida.

Figura 16. Observacién de celulosa aislada en SEM. A) TSB, B) TSQ, C) RAB, D)
RAQ.

Comparando con reportes previos, esta estructura lisa se puede observar en
la superficie de la celulosa blanqueada, en el caso de materiales como la cascarilla
de arroz (Islam, Kao, Bhattacharya, Gupta, & Choi, 2017) asi como en bagazo de
cafa de azucar (Oliveira, Bras, Pimenta, Curvelo, & Belgacem, 2016). Esto se debe
a la accion de los distintos quimicos y del hongo, aunque no se observa una
diferencia fuerte entre las fibras tratadas con el hongo con las fibras tratadas
guimicamente. Esto se debe a los posteriores pasos de blanqueamiento, los cuales

homogeneizan de cierta manera las fibras.
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VL5 Analisis de producto de hidrolisis 4cida de la celulosa

VI.5.1 Espectroscopia de transmisidn de infrarrojo con transformada de
Fourier
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Figura 17. Espectro infrarrojo de las muestras de supuestos NCC.

A diferencia, como se observa en la imagen 19, en el intento de produccién
de NCC, la banda caracteristica de celulosa en 1060cm-! permanece, pero la banda
en 1450 cm? correspondiente a lignina aumenta su intensidad. Esto nos puede
hablar de una permanencia de lignina, asi como una degradacién de la celulosa
debido a la accion hidrolitica del acido sulfurico en la produccion de nanocristales
de celulosa. Hay que tomar en cuenta que la lignina se degrada en un proceso con
altas temperaturas y presiones con acido sulftrico al 72%, por lo que, si ho se

removi6 de manera eficiente en las etapas de blanqueamiento, esta va a
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permanecer en la estructura en procesos posteriores. También se considera que el
procedimiento de produccion de nanocristales de celulosa es muy delicado, ya que
se busca romper la parte amorfa de la celulosa y que permanezca Uunicamente la
cristalina, por lo que si se excede ya sea en concentracion de &acido, temperatura o
duracion de la hidrdlisis, se puede estar también degradando la celulosa cristalina,

lo que se supone que ocurrié en este experimento (Silvério et al., 2013).

VI1.5.2. Difraccion de Rayos X

De manera teoérica, la cristalinidad del material tiene que aumentar con la
produccion de los nanocristales de celulosa, pero en este caso, no se puede calcular
con los pardmetros propuestos por la aparicion de diversas intensidades de
difraccion en el material obtenido, que no coinciden con los de celulosa, mas que
pequefias intensidades presentes den 22.6° y 15°. Se observan también nuevos
picos con intensidad en 29.3°, 31.6° y 45.3°, que demuestran presencia de zonas
cristalinas en el material, pero también zonas amorfas o de lignina. De esta manera
podemos aseverar que una fraccion de celulosa sigue presente en el material, pero
al remover las zonas amorfas y parte de la celulosa, nos encontramos que la lignina
residual puede permanecer en la matriz, opacando la intensidad de difraccion de la

celulosa.
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Figura 18. Lectura de difraccion de rayos X (XRD) de supuestas muestras de NCC
de las distintas muestras y tratamientos.

VI.5.3 Microscopia Electrénica de Barrido
Al observar en una mayor amplificacion en TEM, se siguen observando los

aglomerados y ahora las particulas se observan en formas cuasi esféricas,
descartando la presencia de nanocristales de celulosa. Al comparar estas imagenes
con los datos obtenidos de FTIR y de XRD, se puede concluir que la mejor
metodologia de purificacion y extraccion de celulosa es el tratamiento bioldgico,
observando particulas con menor grado de impurezas. Para la futura obtencion de
CNCs se recomienda un mayor grado de purificacion, ya que la lignina no se
degrada a altas concentraciones de acido (se degrada a 72% con alta temperatura)
y esta queda presente aun después del aislamiento de nanoparticulas, por lo que
se tiene la hipotesis de que se elimina la celulosa amorfa y queda unicamente la

celulosa cristalina en menor concentracion.
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Figura 19. Observaciones en TEM de supuestos NCC de las distintas muestras.
A) RAB, B) RAC, C) TSB, D) TSC.
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VII. CONCLUSIONES

Se desarrollé e implementd una nueva metodologia de deslignificacion con
cepas de P. chrysosporium, una nativa y otra transformante, para la remocion de
lignina mediante un proceso biotecnolégico de residuos de fibra de agave y de tallo

de sorgo.

Se logro deslignificar en un 68.43% los residuos de agave y en un 63.72% el
tallo de sorgo en medio Czapek mediante el tratamiento con el transformante TF9
de Phanerochaete chrysosporium. Asi, se considera viable la sustitucién del
tratamiento alcalino, donde se obtienen porcentajes de deslignificacion de 71.26%
para tallo de sorgo y 14.95% para residuo de agave, con el procedimiento

biotecnolégico propuesto,

Se obtuvo el aislamiento de celulosa a partir de los residuos agroindustriales
propuestos con un blanqueamiento posterior al proceso biotecnolégico, obteniendo
una cristalinidad de la misma en 69.91% para residuo de agave y de 63.88% para
el residuo de sorgo, siendo mas altas que las obtenidas mediante el proceso

quimico.

Se realiz0 el procedimiento de obtencion de NCC, observando resultados que
difieren con la bibliografia en DRX y FTIR, pero aun asi observando lo que pueden
ser “nano-varillas” de celulosa en SEM. Se propone volver a realizar y mejorar el
procedimiento de la hidrélisis acida para el aislamiento final del nanomaterial para

posteriores aplicaciones.
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