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RESUMEN

Los residuos agricolas como la paja de trigo son una buena opcion para obtener maltiples
productos de base bioldgica sin poner en peligro la seguridad alimentaria. Los residuos
agricolas son una fuente abundante y accesible de polimeros naturales (celulosa, hemicelulosa
y lignina). Estos polimeros pueden ser extraidos de la paja y convertidos en biocombustibles,
energia, compuestos quimicos y biomateriales. Los biomateriales generalmente presentan
desventajas como fragilidad y poca resistencia a la humedad comparado con materiales
obtenidos con polimero sintéticos. Estas desventajas pueden ser superadas mediante la
preparacion de mezclas con polimeros hidrofobos como la lignina. Debido a su estructura
aromatica y la presencia de residuos fenolicos, la lignina tiene maltiples funcionalidades siendo
capaz de actuar como compatibilizante, plastificante, agente hidrofébico, retardante de flamas,
0 estabilizante de biomateriales. Las propiedades finales del biomaterial dependeran del tipo de
lignina y de la forma en que se adicione. EIl objetivo de esta investigacion fue extraer y
caracterizar la lignina de paja de trigo (Triticum durum) para preparar peliculas de almidén y
lignina con propiedades funcionales mejoradas. Por lo que el estudio fue dividido en 3 etapas.
La etapa | consistio en evaluar el efecto del tamafio de particula y el desgrasado en el
rendimiento de extraccion de la lignina, asi como en la caracterizacion de la lignina. En la etapa
Il se evaluaron métodos enzimaticos para la modificacion de la lignina extraida de la paja de
trigo. Por ultimo, la etapa 111 consistié en preparar y evaluar peliculas de almidon adicionando
varias concentraciones de la fraccion soluble en metanol de lignina. En la etapa I la lignina fue
extraida de la paja de trigo usando una mezcla de solventes organicos y agua, debido a que esta
metodologia permite separar los principales polimero de la paja de trigo y obtener lignina
relativamente mas pura que con otros métodos. Bajo las condiciones establecidas el tamafio de
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particula no tuvo efecto en el rendimiento de extraccion de la lignina, no obstante, la remocion
de compuestos extraibles disminuyo el rendimiento de extraccion de la lignina. La cual fue
altamente soluble en &cido acético y acido férmico, asi como en la mezcla de solventes utilizados
para su extraccion. La lignina present0 una alta estabilidad térmica, una pureza mayor al 90%

con pequefias cantidades de carbohidratos (0.11%) y cenizas (1.7%).

En la etapa Il, la lignina fue sometida a varios tratamientos enzimaticos usando dos enzimas
lacasa; una lacasas obtenida del hongo Trametes versicolor y una lacasa obtenida del arbol de
laca (Rhus vernicifera). Lalacasa de R. vernicifera bajo diferentes temperaturas y concentracion
de la enzima, no ocasiond cambios en el peso molecular de la lignina, mientras que la lacasa de
T. versicolor produjo cambios en el peso molecular de la lignina solo a 40°C, que se confirmé

por andlisis cromatogréaficos de exclusion.

Finalmente en la etapa Il se elaboraron peliculas de almidon de trigo cristalino por el método
de evaporacion de solventes y se evalud el efecto de la adicion de diferentes concentraciones de
lignina soluble en metanol. Las peliculas obtenidas fueron evaluadas por medio de anélisis de
color (L ay b), andlisis termogravimétricos (TGA, por sus siglas en inglés), ensayos mecanicos,
actividad antioxidante, asi como pruebas de solubilidad en agua. Ademas las peliculas fueron
caracterizadas por microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés),
espectroscopia de infrarrojo (FTIR, por sus siglas en inglés). La superficie de las peliculas fue
homogénea en todos los tratamientos, no se encontraron cavidades, aglomeraciones o particulas
de lignina a nivel microscépico. La incorporacion de lignina soluble en metanol disminuy6 la
luminosidad de las peliculas y a concentraciones altas se obtuvieron peliculas con coloraciones

rojizas. La incorporacion de lignina retardd la degradacion térmica de las peliculas,
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especialmente en concentraciones altas. Estas peliculas se degradaron en su totalidad a
temperaturas cercanas a los 900°C. Los espectros de infrarrojo exhibieron sefiales especificas
de cada componente (almidon y lignina como las bandas de vibracion de los enlaces
glucosidicos del almidén (1200 a 800 cm™) y las vibraciones de los anillos aromaticos de la
lignina (1590 y 1420 cm™). Ademas se detectaron interacciones electrostaticas débiles en la
region alrededor de los 3000 cm™. La incorporacion de la lignina soluble en metanol disminuy6
el esfuerzo de tension y el médulo de Young de las peliculas e incrementd el porcentaje de
elongacion. Ademas, las peliculas presentaron actividad antioxidante contra el radical DPPH,
la cual aument6 a medida que incrementd la concentracion de lignina, asimismo, la solubilidad

en agua aumento con la incorporacion de la fraccién de lignina soluble en metanol.
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ABSTRACT

The main objective of this research was to extract and characterize the lignin from wheat straw
(Triticum durum) to prepare films with improved functional properties. The work was divided
into three parts. In part | the effect of particle size and the dewaxed treatment in the performance
of lignin extraction was evaluated. In addition, the molecular weight, thermal behavior and
purity of lignin was analyzed. In part Il enzymatic methods for modifying the extracted lignin
from wheat straw were evaluated. Finally, in the part 111 composites from blends of starch and
the soluble-alcohol lignin were prepared and evaluated. The alternative use of agricultural
byproducts in development of biomaterials may help the production of wheat in Sonora State.
In part I, lignin was extracted from wheat straw using a mixture of organic solvents and water,
because this method allows both separate the main polymer wheat straw and obtain relatively
pure lignin. Under the conditions established for this part of the work, particle size had no effect
on the extraction yield of lignin removal however; extractable compounds adversely affect the
extraction yield of lignin. Lignin was highly soluble in acetic acid and formic acid, as well as
in the mixture of solvents used for its extraction, lignin showed a slow thermal degradation and
small amounts of impurities such as carbohydrates and ash. In part Il, the extracted lignin from
wheat straw was subjected to various enzymatic treatments using two enzymes laccases from
Trametes versicolor and Rhus vernicifera. The treatment of lignin with laccase from R.
vernicifera under different temperatures and enzyme concentration, no change in molecular
weight of the lignin was obtained. While treatment of lignin with laccase from Trametes
versicolor produced changes in the molecular weight of the lignin at 40°C, which was confirmed

by size exclusion high performance liquid chromatography.



Finally, in part 1l films from durum wheat starch were prepared by casting method, and the
effect of addition of different concentrations of alcohol-soluble lignin was evaluated. The
mechanical properties, thermal degradation (TGA), water solubility, color parameters (L, ay b),
and antioxidant activity of the resulting films were evaluated, and the starch-lignin films were
also characterized by scanning electron microscopy (SEM) and infrared spectroscopy (ATR-
IR). The surface of the films obtained was homogeneous in all treatments, agglomerations or
undissolved particles of lignin were not observed in the starch matrix at microscopic level. The
addition of the alcohol-soluble lignin decreased the lightness of the films. High concentrations
of alcohol-soluble lignin gave reddish coloring at the films. The incorporation of lignin delay
thermal degradation of the starch-lignin films, especially at high concentrations, these films
were degraded totally at temperatures near 900°C. Infrared spectra of the films exhibited signals
of each specific component starch and lignin, vibration bands of glycosidic bonds of starch
(1200-800 cm™*) and vibration of the aromatic rings of lignin (1590 and 1420 cm™). Furthermore
weak electrostatic interactions were found in the region around 3000 cm™. The incorporation
of the lignin in the starch matrix had negative effect on the mechanical properties of the films
decreased the tensile strength and elastic modulus, but increased the elongation at break.
Furthermore, the films obtained showed antioxidant activity against the radical DPPH that
increased as increasing lignin concentration. Finally, the water solubility of the films composed

increased with the addition of lignin.



CONTENIDO

Pagina

DERECHOS DE AUTOR ..ottt ne s i
AGRADECIMIENTOS ..ottt sttt sttt bbb eenenneneas iv
DEDICATORIAS ...ttt sttt bbbt e st e be st et e s e s be e ene et %
RESUMEN ..ottt sttt sttt st e ettt et e st e be st et ebente e eneane e Vi
ABSTRACT oottt ettt et s e b et et s et et e Rt et et et R e ettt e re bt ne et nen iX
LISTA DE FIGURAS. ...ttt sttt sttt na et ne s XV
LISTA DE TABLAS. ...ttt b ettt ne bt Xvii
NOMEN CLATUR A . . e Xviii
INTRODUGCCHION ...ttt sttt sttt 1
REVISION BIBLIOGRAFICA ..ottt 4
] T o TSSO P TP U PO TRTPRPROPRPRPTR 4
(€12 LT o o= To 2SRRI 4

I T W0 o I T [ T TR P TP TP PO PP UROPPPRPTR 5
Estructura de 12 Paja de TrIg0 ....ccuveieiieeie ettt ene s 6
ComPOSICION QUIMICA. ... .civiiieiiieiie ettt sttt e e s be e sae e s e e ste s esreesreessesreenneans 6
(001 1] (oL PP RS 9
HEMICEIUIOSA. ...ttt sttt nes 9
Lo 01 - R USSP P ST U TR PROPRPRP 11
Caracteristicas Quimicas y Biosintesis de [a Lignina...........ccoceovrirerniineneineneieeseneeees 13
Tipos de Lignina y Meétodos de EXLraCCioN .........cccvierieiririeinenieieesie e 18
Lignina TiPO SUITITO ....cvoiuiiiieieee e 19
Lignina TIPO KIAfT .....cceeieccc e 22
Lignina Tipo Organ0oSolV .........coviiiiiiie it 22
Aplicaciones Generales de los Diferentes Tipos de LIgNiNas .........cccceevveevveiieiieesieenenn, 25
MOdIfiCaCion A& LIGNING.........coviiiiiiiiic ettt e sre e re e saeere e 26
Métodos de Modificacion de 1a Lignina ..........ccceveeiiiieii i 27
MéEtodos qUIMICOS Y LErMOGUIMICOS.........coueiuieieieieite sttt 27

Xi



MELOAOS BNZIMALICOS. . ..eeeeeeeee et e ettt e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeenereaaeeeeans 29

Materiales a Base de Polimeros RENOVADIES .........c.ccveiiiiiiiiiiiiceee e 34
Efecto de la Incorporacién de Lignina en las Propiedades de Materiales de Almidon ......... 36
HIPOTESIS. ...ttt 40
OBUIETIVOS ...ttt e e e e a e e et e e et e e e ab e e e nteeeateeeaseeeannes 41
(G120 | R UURRTRORPRPRRS 41
PAITICUIAIES ...ttt ettt e beeteeneesbeenbeaneenreas 41
MATERIALES Y METODOS .......coveieeieiiee et tesie e sss s sssassensssssessas s ssnensnans 42
IMEETTA PTIMA ...ttt et bbbttt et bbb beere e s e 42
Molienda de 12 Paja de TrIg0 ....ocveiieieiiecie e 42
SeParaCion de FraCCIONES .........ciieieieesieete s e ste e s e et e e re e st e esreeste e e e sreenteaneenneas 42
Caracterizacion de la Paja de Trigo Cristalino ..........cccooviieiieneiie s 43
Separacion de Compuestos EXEraibIes ..o, 43
Cuantificacion de Celulosa y HEMICEIUIOSA. .........ccueveiireniiiieieeee e, 43
Cuantificacion de LIGNING ........ccooeiieiiieiieriese et 44
EXEraCcCion A LIGNING ......coiiieiieieisic ettt 45
CaracterizaCion de 12 LIgNING .......c.ccveiiiiie ittt sne s 46
ST ] [0 o1 1o Lo ISP RUSSP 46
MASA IMOIECUIAT ......veve ettt sttt reere e s e nees 46
Carbonidratos TOLAIES .......c.ciiiieiiie ettt 47
(O] 72 LSS SPTSRSRPS 48
Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)........ccccovvvivivvevieinennn, 48
Disefio de Experimentos y Analisis EStadiStiCo ..........ccoeirereiiiineiccie e, 49
MOdIfICACION A LIGNING ..c.viviiiieeiicie ettt 50
T - W PSSR 50
ENZIMAS ..ot b et e e re e ae e 50
ReacCion de POIMEIIZACION .........cveieiiiie ettt 50
Caracterizacion de la Lignina Modificada............cccoovveiiiiciiccc e 51
MASA MOIBCUIAT ...t re e e 51
Preparacion y Caracterizacion de las Peliculas de almidon y Lignina..........cccoceveviiinieiennen, 52
Y T - W 1 PSSR 52
Extraccion y Purificacion del AIMIAON ... 52



Preparacion de las Peliculas de AIMidOn-Lignina...........ccccoivevieieiieieese e 54

Caracterizacion de 1as PElICUIAS. .........cov i 55
SISO ..t 55
(O70] [0 ] PP PRSPPI 55
Microscopia Electronica de Barrido (SEM)........ccoeiereienieiiiesceiesese e 56
Propiedades MECANICAS .........cvrieriieereiteee et 56
Espectroscopia Infrarroja con Reflectancia Total Atenuada...........c.ccceeveveivenecieieennnn, 56
CaracterizaCion TAIMMICA .......uuveeeieiesie ettt sttt bbbt e e 57
ACtIVIdad ANTIOXIAANTE .....ccvveiieieie ettt 57
SOIUDIIAAA BN AGUA ..ot be e te e e nneas 58
Disefio de Experimentos y Analisis EStadiStiCo ..........coovirireiiiiiincrc e, 58
RESULTADOS Y DISCUSION.......ooiieeeeeeeeeeeeeeeee e ettt en st en s 60
Composicion de 12 Paja de Trigo ....coeoeieiiiieiie e 59
Efecto del Tamafio de Particula y la Separacion de Compuestos Extraibles en la
RecuperaCion de LIGNING .........couiiieiiiieieieie ettt 59
Solubilidad de 18 LIGNING .......ccoviiiiiiieeie e 63
MASA IMOIECUIAT ...ttt bbb e b e e e 66
Carbohidratos TOtaleS Y CENIZA ......cceeiuieiiiieiie e 68
Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)........cccovvevveieiiiennenn, 72
Propiedades TEIMIICAS .......cveiiiiiireeie ettt ste et et e e et e s e e steesneensesbeenteeneesreas 72
Polimerizacion Enzimatica de Lignina ........cocooeiriiineiie e 76
Peso Molecular de la Lignina Tratada con ENzimas Lacasas ..........ccceeerveruerieeneesesennenns 76
Caracterizacion de 1aS PEICUIAS. .........cccoiviiiiiiececeeeee e 83
Espesor y Propiedades de Color ..o 83
Caracteristicas Fisicas y Microscopia Electronica de Barrido (SEM) ........cccccccevveveenenen. 85
PrUEDES IMEBCANICAS ....e.vevieieeiieiieite ettt bbbttt et e et besbeabeeneeneenee e 85
ESPECLIO INFrAITOJO ..c.veeiii et 90
Propiedades TEIMIICAS .......cecoiiieiieeiie ettt et ste e ste et e sbe et e s e e sreesae e b e sbeenteeneesreas 92
ACHIVIAAd ANTIOXTAANTE .....eoveeciieece et re e e e sreeeeanes 94
ST [0 o1 o Lo I SRS 96
CONCLUSIONES ... .ottt ettt e st e besaesbesteebeeneeneeneeeens 97
RECOMENDACIONES ...ttt s e e srae e e nnae e e nee e e nnaeeanes 99



REFERENCIAS ...ttt sttt sttt ettt e e e 100
ANEXO 1. Articulo de RevisiOn ACEPLATO...........ceiveieiieieeie e 120
ANEXO 2. Articulo Expermental ACeptado ..........ccccevvviieiieieiieieece e 121

Xiv



Figura

10

11

12

13

14

LISTA DE FIGURAS

Corte transversal del tallo de trigo (A) esclerénquima suberpidérmico, (B)
islotes de COIENQUIMAL ... ..ot
Estructura quimica de la celulosa (A) unidad de celobiosa y (B) enlaces
intermoleculares de hidrogeno. ...t
Representacion  esquemética de la estructura quimica de la
hemicelulosa. ... ....oooi i

Diagrama esquematico de las paredes celulares de las gramineas................

Unidades monoméricas de la lignina (A) monolignoles y (B) estructuras
aromaticas en el polimerodelignina ...
Estructura quimica representativa del polimero de lignina y sus enlaces
PIINCIPALCS. ...ttt e
Estructura quimica de la lignina (A) Kraft y (B) lignosulfonato.................
Diagrama de flujo de la molienda himeda de trigo cristalino....................
Distribucion de peso molecular de la lignina solubilizada en DMF y THF (A1)
DMF, (A2) DMF con LiCl 0.2 M, (B1) THF y (B2) THF con LiCl 0.2

Termograma de la lignina de paja de trigo extraida por el proceso
OTZANOSOLV . L e
Efecto de la concentracion de la enzima en la polimerizacion de lignina (R.
vernicifera, actividad de 100y 200 U).......ccovviiniiiiiiiiiiiee e,
Efecto de la temperatura en la polimerizacién de lignina (R. vernicifera,
actividad de 200 U)o
Efecto de la concentracion de la enzima en la polimerizacion de lignina (T.

versicolor, actividad de 100y 200.........ooiiiiiiii i

XV

Pagina

10

12
14

15

17
20
53

69
73

75

77

78

80



Figura LISTA DE FIGURAS (Cont...) Pagina

15 Efecto de la temperatura en la polimerizacion de lignina (T. versicolor y
actividad de 100 U) ..o e 82

16 Micrografias de pelicula de almiddn de trigo duro (A) Control, (B) 95:5, (C)
90:10, y (D) 80: 20% de almidon y lignina. Ampliacion de 5.000x............ 86

17 Graficas de esfuerzo-deformacion de las peliculas de almidon vy
LIGNINA. Lo 87

18 Espectros ATR-IR de (A) almidon de trigo duro, (B) lignina paja de trigo y
(C) pelicula de almidon y lignina (20%0).....veueeieiiiiiiiiiii e, 91

19 Termogramas para TGA de las peliculas de almidon con diferentes
concentraciones de lignina soluble enalcohol......................... 93

XVi



Tabla

o o1~ WDN

10
11

12

LISTA DE TABLAS

Valores normales de la composicion de la paja de trigo......................
Propiedades de los diferentes tipos de ligninas....................c.oenvnenne
Pureza y propiedades fisicoquimicas de la lignina tipo organosolv........
Enzimas lignoliticas y sus principales reacciones ............................
Composicion quimica de la paja de trigo (Triticum durum)..................
Efecto del tamafio de particula y desgrasado en la recuperacion de los
principales polimeros de la paja de trigo usando solventes
OTGANICOS .+ vt ettete et et e et et e et et et e et e e e et et e e et eee e eneenee e

Solubilidad de lignina de paja de trigo..........coevvviiiiiiiiiiiiianannnn,

Peso molecular promedio en peso, peso molecular promedio en nimero
y polidispersidad de lignina organosolv...............ccoeviviiiiiinininnnn.,
Carbohidratos totales y ceniza en lignina de paja de trigo obtenida a
traveés de proceso OrganosolV.......o.vvveiiiiiii i
Parametros de color de las peliculas de almidon y lignina.................

Propiedades mecanicas de las peliculas de almidon y lignina...............
Capacidad antioxidante de las peliculas de almidon-lignina y el
porcentaje de solubilidad enagua...............cccooiiiiiiiiiiiii

XVii

61
64

67

70

84
88

95



NOMENCLATURA

Abreviatura

Significado

PT
LiP
VP
MnP
DMSO
DMF
LiCl
THF
DPPH
LSA
SEM
TGA
FTIR

Paja de trigo
Lignina peroxidasa
Peroxidasa versatil
Manganeso peroxidasa
Dimetilsulfoxido
Dimetilformamida
Cloruro de litio
Tetrahidrofurano
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
Lignina soluble en alcohol
Microscopia electronica de barrido
Anaélisis termogravimétricos
Espectroscopia de infrarrojo con

transformada de Fourier

XViii



INTRODUCCION

En afios recientes, debido a los problemas ecoldgicos asociados con el mal uso de materiales
fabricados de derivados del petréleo y la inestabilidad de los precios de este recurso fésil, existe
un fuerte interés en el desarrollo de nuevos materiales utilizando materia prima renovable
obtenida de residuos agricolas. En México los residuos agricolas, entre ellos la paja de trigo
cristalino y sus subproductos constituyen una fuente importante de materia prima para la
elaboracion de nuevos materiales. Sonora es el principal productor de trigo cristalino con
aproximadamente 1.8 millones de toneladas anuales (SIAP, 2013). Existen reportes que indican
que en un cultivo de trigo por cada kilogramo de grano se producen aproximadamente 1.6 kg de
paja (Yuan et al. 2010). Anualmente se generan cerca de 3.2 millones de toneladas de residuos
de trigo cristalino. La mayoria de estos residuos son quemados a cielo abierto en el campo
generando gran cantidad de contaminantes al aire, que se ha relacionado con problemas de salud
y dafos al ambiente (Li et al. 2008). Por estos problemas es importante buscar alternativas para

valorizar la paja de trigo y sus subproductos.

La paja de trigo es un material heterogéneo compuesto de tres polimeros fuertemente
entrelazados: celulosa, hemicelulosa y lignina. La lignina es un polimero aromatico con un peso
molecular aproximado de entre 500 y 10000 Da unido a traves de enlaces covalentes a xilanos
que confiere rigidez y un alto nivel de compactacion a la pared celular de la planta (Mielenz,
2001). El polimero de lignina esta formado por unidades de fenilpropano y sus precursores son
tres alcoholes aromaticos llamados monolignoles; el alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico
y alcohol sinapilico. Las compuestos aromaticos en el polimero de lignina son: p-hidroxifenilo

(H), guaiacilo (G) y siringilo (S) (Lewis et al., 1990).



El uso de la lignina ha ganado renovado interés debido a que es obtenida en grandes cantidades
en la produccién de pulpa de celulosas y papel, asi como por el desarrollo de biorefinerias
lignocelulosicas y la produccion de biocombustibles de segunda generacion. Para la obtencion
de combustibles celul6sicos la separacion de lignina de las fibras de celulosa es un paso
ineludible. La lignina es extraida por métodos quimicos, termo-quimicos, enzimaticos o
combinacion de métodos (Uju et al., 2012). Sin embargo, de todos estos métodos destaca el uso
de solventes organicos ya que ha demostrado ser favorable para separar y recuperar la celulosa,
la hemicelulosa, asi como lignina con propiedades fisicoquimicas utiles (Espinoza-Acosta et al.,

2014).

La lignina obtenida a través del tratamiento con solventes organicos es conocida como lignina
organosolv. Comparado con otros métodos, el uso de solventes organicos tiene la ventaja que
se pueden obtener rendimientos de hasta un 94% de lignina, ademas, los solventes utilizados
pueden recuperarse y reutilizarse. A diferencia de otras ligninas, la lignina organosolv se
caracteriza por tener alta pureza, bajo peso molecular (500-5000Da), baja polidispersidad (1.5—
2.5), temperatura de transicion vitrea baja (90-110°C) y es insoluble en agua (Lora 2008).
Quimicamente tiene una variedad de grupos funcionales como hidroxilos, metoxilo, carbonilo
y grupos carboxilos, los cuales pueden modificarse (Laurichesse & Averous, 2014). Por esta
razén, varias investigaciones han modificado la estructura de la lignina por métodos quimicos y
enzimaticos para aumentar sus aplicaciones (Laurichesse & Averous, 2014). De esta manera se
pueden incorporar macromonomeros en la molécula (Gandini et al., 2002), remover ciertos
grupos funcionales, simplificar su estructura quimica (Hu et al., 2011) o mejorar la solubilidad

(Loraetal., 2002; Silva et al., 2009).



La lignina se ha utilizado en productos alimenticios, cosméticos y materiales biomedicos
(Stewart, 2008), aunque las aplicaciones mas encontradas en la literatura tienen que ver con la
elaboracion de materiales, espumas de poliuretano, resinas fendlicas y adhesivos para madera
se han obtenido reemplazando el fenol quimico por fenoles obtenidos de la lignina.
Investigaciones recientes han demostrado que la lignina puede ser mezclada con otros polimeros
sintéticos y bioldgicos dando como resultado materiales con caracteristicas Unicas (Bhat et al.,

2013; Chen et al., 2009).

Por otro lado, el almidén derivado de una variedad de fuentes ha sido investigado como un
candidato para la obtencidn de nuevos materiales biodegradables y por sus caracteristicas fisicas
deseables como nula toxicidad, olor, sabor y color (Bertuzzi et al., 2007). Sin embargo, los
materiales a base de almiddn presentan deficiencias que limitan su aplicacién como propiedades
mecénicas pobres y su poca resistencia a la humedad (Avérous, 2004). Estas deficiencias
pueden ser superadas mediante la preparacion de mezclas de almidon con polimeros
hidrofébicos como la lignina (Baumberger et al., 1998b; Baumberger et al., 1997). La lignina
se ha propuesto para reducir el caracter hidrofilico de peliculas de almidén y como un relleno
que refuerza las peliculas. Sin embargo, los efectos de la lignina en una matriz de almidén
dependen de su peso molecular, la fuente boténica y procedimiento de extraccion. La
elaboracion de biomateriales a base de almidédn y lignina involucra la adaptacién de tecnologias
comunmente utilizadas a nivel industrial en la produccion de materiales sintéticos. Asi mismo,
la aplicacion de los subproductos de la paja de trigo en la elaboracion de biomateriales

representa un uso integral de este cereal.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El Trigo

Generalidades

Trigo (Triticum spp) es el término que se designa al conjunto de cereales tanto cultivados como
silvestres, que pertenecen al género Triticum. Pertenece a una variedad de plantas anuales de
la familia de las gramineas ampliamente cultivadas en todo el mundo. La palabra trigo se usa

para referirse a la planta asi como a sus semillas comestibles.

Las condiciones de clima y suelo que necesita el trigo para su cultivo, no son especificas, pues
se adapta a circunstancias diversas y las condiciones para su desarrollo dependen de la etapa
fenoldgica, la variedad y del tipo de trigo. Sin embargo, existen reportes que indican crece en
ambientes con temperaturas minimas de 3°C y maximas de 30 a 33°C, siendo una temperatura

Optima entre 10 y 25°C (www.infoagro.com, 2014).

Existen diferentes variedades de trigo en el mundo los cuales pueden clasificarse de acuerdo a
su fecha de siembra. Se conoce como trigo de otofio-invierno (O-1), al grano que se siembra en
la época otofial, en donde las plantulas emergen y amacollan antes del invierno y crecen
lentamente hasta cosecharse en la primavera. El trigo de primavera-verano (P-V) presenta un

crecimiento continuo, germina mucho mas rapido y se cosecha en el verano.

Existen diferentes tipos y variedades de trigos y las principales diferencias entre los granos son
dadas por la dureza, asi, tenemos los muy duros (durum o cristalinos), los duros (hard) y los
suaves o blandos (soft). También existen dentro de estos grupos los definidos como ambarinos,

rojos o blancos.



En el afio 2013, la produccion de trigo en México fue 3°357,306 Ton donde los estados de
Sonora, Baja California, Sinaloa, Chihuahua y algunos estados del bajio aportaron el 87% de la
produccién nacional (http://www.siap.gob.mx/2013). Sonora se destaca por ser un gran
productor de trigo cristalino (Triticum durum) arrojando una produccion de 1°844,753 Ton en

el afio 2013 (http://www.siap.gob.mx/2013).

El trigo cristalino (Trirucum durum) se caracteriza por ser una variedad muy resistente a la
sequia y a las enfermedades, aunque presenta menor rendimiento que otros tipos de trigo. El
trigo cristalino es utilizado principalmente en la elaboracion pastas, no obstante, los granos de
este cereal también han sido utilizado para elaborar productos no alimenticios como materiales

(Montano-Leyva et al., 2008).

En las ultimas décadas los residuos del trigo y otros cereales como el arroz (Binod et al., 2010),
el maiz (Li et al., 2011) y la cafia de azUcar (Rabelo et al., 2011) se han utilizado para obtener
polimeros para la sintesis de materiales y compuestos quimicos de interés industrial. Debido a
su gran abundancia, renovabilidad y uso limitado, la paja de trigo se ha convertido en una de las
materias primas preferidas para la produccion de numerosos compuestos quimicos en un

esquema de biorrefineria (Kaparaju et al., 2009).

La Paja de Trigo

Paja es el nombre que reciben los tallos secos de algunas gramineas, que tienen la apariencia de
una cafia hueca. La paja de trigo (PT) es el residuo agricola que queda después de haber
separado la planta del grano mediante la trilla (Xu 2010). Es un material heterogéneo formado
por tres componentes quimicos los cuales son esenciales para la fuerza fisica y la estructura

quimica de la planta; la celulosa, la hemicelulosa y la lignina (Sun et al. 1997). Aungue también



contiene componentes minoritarios como pectinas, minerales y ceras, los cuales son de vital

importancia para algunos procesos fisioldgicos de la planta (Xu 2010).

Estructura de la Paja de Trigo

En la Figura 1 se muestra un corte transversal de la paja de trigo donde se observa una franja
con abundante esclerénquima subepidérmico interrumpido por islotes de colénquima. Como en
muchas gramineas los haces se disponen en dos circulos o anillos bien definidos: el externo con
haces pequefios, incluidos en la capa subepidérmica de esclerénquima, y el interno con haces
mayores incluidos en parénquima. En el caso del trigo, la porcion central del tallo se destruye
durante el crecimiento del mismo, dejando una cavidad medular hueca conocida también como

laguna protoxilematica (Weiter et al., 1991).

Composicion Quimica

El andlisis quimico de la PT muestra que esta es rica en carbohidratos, compuestos fendlicos y
en menor proporcion proteinas, cenizas, ceras y pectinas, ademas de compuestos bioactivos y
vitaminas (Slavin, 2003). Los valores normales de la composiciéon de la paja de trigo se
muestran en la Tabla 1. La composicion precisa de macro y micronutrientes puede variar de
cultivar a cultivar, etapas de crecimiento de la planta, la naturaleza del suelo y las condiciones

climaticas (Yasin, 2010).
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Figura 1. Corte transversal del tallo de trigo. (A) esclerénquima subepidérmico, (B) islotes de
colénquima.
Fuente: adaptado de Bouasker et al. (2014).



Tabla 1. Valores normales de la composicién de la paja de trigo.

Componente Jiménez Sun& Pan&Sano Alemdar  Petersena
et al. Sun (2005) & Sain et al.
(2002) (2001) (2008) (2009)
Celulosa (%) 39.7 38.9 n/d 43.2 35.0
Hemicelulosa (%) 36.5 38.2 n/d 34.2 22.3
Lignina (%) 17.3 17.2 n/d 22.0 15.6
Xilanos (%) n/d n/d 34.6 n/d 19.6
Extraibles (%) 4.0 n/d 53 n/d n/d
Cenizas (%) 6.4 n/d 9.6 n/d 6.5

n/d = No determinado



Celulosa

La celulosa es el polimero dominante en las plantas herbaceas asi como en las plantas superiores.
Quimicamente la celulosa consiste en cadenas lineales de celobiosa unidas por enlaces
glucosidicos B-(1—4)( Hendriks & Zeeman, 2009). En la naturaleza, las cadenas de celulosa
estan unidas de una manera ordenada formando microfibras empaquetadas muy densamente que
se estabilizan a través de enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares (Figura 2). Estas
microfibras tienen un diametro aproximado de 80-10 nm y longitudes de unos pocos

micrometros (Alemdar & Sain, 2008).

Simultaneamente, las fibras de celulosa estan organizadas en regiones cristalinas y amorfas. Las
regiones cristalinas tienen enlaces de hidrégeno intermoleculares bien organizados, mientras
que en las regiones amorfas existen menos organizacion de enlaces de hidrégeno (Kondo et al.,
1996). Comunmente las zonas amorfas son mas reactivas que las zonas cristalinas debido a que
los grupos hidroxilo se encuentran mas accesibles (Kondo, 1997a; 1997b; Kondo and Sawatari,

1996).

Hemicelulosa

Las hemicelulosas son el segundo polimero mas abundante en la paja de los cereales (Xu 2010).
Son polimeros ramificados de bajo peso molecular con un grado de polimerizacion de 20-800.
La hemicelulosa de la pared celular de las gramineas normalmente contiene una cadena principal
de B-(1—4) xilopiranosil con pequenas ramificaciones (Saha, 2003). Las ramificaciones
consisten en oligosacaridos, una cadena tipica entre 1 y 4 unidades de D-galactosa, D-manosa,
L-arabinosa, D-xilosa, L-fucosa, L-ramnosa o D-acido glucurénico (Girio et al., 2010; Scheller

& Ulvskov 2010).



(A) Unidad de celobiosa

A
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Figura 2. Estructura quimica de la celulosa (A) unidad de celobiosa y (B) enlaces

intermoleculares de hidrégeno.
Fuente: adaptado de Credou et al. (2014)
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Los componentes dominantes de la hemicelulosa de cultivos herbaceos son los xilanos (Saha,
2003). Son heteropolimeros formados por una cadena de xilosas unidas por medio de enlaces
glucosidicos B-(1—4), uniéndose a pequefias cadenas de carbohidratos. Los xilanos son el
componente principal de las hemicelulosa de las paredes celulares secundarias que constituyen
aproximadamente el 20-30% de la biomasa de las plantas herbaceas. En algunos tejidos de
plantas gramineas y cereales los xilanos pueden representar hasta el 50% (Ebringerova et al.,
2005). En general, las hemicelulosas forman una matriz para las microfibras de celulosa
involucrando interacciones moleculares como puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals.
En la Figura 3 se muestra una representacion esquematica de la estructura quimica de la

hemicelulosa.

Lignina

Ligninaes el término genérico con que se conoce a un grupo de polimeros aromaticos resultantes
del acoplamiento oxidativo de unidades de fenilpropano (Boerjan et al., 2003; Ralph et al.,
2004). Estos polimeros se depositan principalmente en las paredes secundarias de las células
de las plantas en una proporcion de 14-15%.

La lignina le confiere rigidez a los tallos, brinda proteccion contra ataques de microorganismos
y participa en el transporte de agua y nutrientes a través del sistema vascular de las plantas
(Buranov & Mazza, 2008). Su hidrofobicidad junto con el nivel de entrecruzamiento con los

polisacaridos es importante para la permeabilidad de los poros entre las células vegetales.
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Durante la sintesis de la pared celular de las plantas, los polisacaridos como la celulosa y la
hemicelulosa son en primer lugar establecidos, la lignina, llena los espacios entre las fibras de

los polisacaridos uniéndolos y haciéndolos fuertes (Figura 4).

Caracteristicas Quimicas y Biosintesis de la Lignina

La definicién de la lignina nunca ha sido tan clara como la de otros polimeros naturales tales
como celulosa o las proteinas, debido a la complejidad que afecta su aislamiento, analisis de su
composicion y la caracterizacién estructural (Sun, 1997). El problema de una definicién precisa
para la lignina se asocia con la naturaleza de sus multiples unidades estructurales, las cuales no
suelen repetirse de forma regular, dado que la composicion y estructura de la lignina varian
dependiendo de su origen y el método de extraccidn o aislamiento utilizado (Buranov & Mazza,
2008). La definicién estructural de lignina que es la mas aceptada tienen las siguientes
caracteristicas: (1) son polimeros vegetales construidos a base de unidades de fenilpropano; (2)
presentan gran cantidad de grupos metoxilo; (3) son resistentes a la hidrolisis acida, facilmente
oxidables, solubles en bisulfito o alcalis caliente y facilmente condensables con fenoles o tioles

(Lu et al., 2010).

Los principales bloques de construccion de la lignina son tres alcoholes hidroxicindmicos (o
monolignoles): el alcohol coniferilico, alcohol sinapilico y el alcohol p-cumarilico (Figura 5).
Los monolignoles se sintetizan a partir de fenilalanina a través de vias especifica. La

fenilalanina se deriva de la ruta biosintética del shikimato en el plastido.
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Figura 4. Diagrama esquematico de las paredes celulares de las gramineas.

Fuente: adaptado de Zhao et al. (2012)
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Monolignoles

Alcohol p-cumarilico  Alcohol coniferilico  Alcohol sinapilico
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R1, R2 = H o lignina

Figura 5. Unidades monoméricas de la lignina: (A) monolignoles y (B) estructuras aromaticas

en el polimero de lignina.
Fuente: Adaptada de Laurichesse y Avérous 2014,

15



Las unidades resultantes de los monolignoles, incorporados en el polimero de lignina son
Ilamadas; unidad guaiacil (G) (originado del alcohol coniferilico), unidad siringil (S) (originado
del alcohol sinapilico) y unidad p-hidroxifenil (H) (originado del alcohol p-cumarilico) (Lewis
& Yamamoto, 1990; Vanholme et al., 2010). Los monolignoles se generan mediante reacciones
de desaminacién, hidroxilacion, reduccion y metilacion catalizadas por diversas enzimas. Estos
monolignoles interaccionan en la pared celular, a traves de reacciones de oxidacion catalizadas
por enzimas oxidorreductasas para formar el polimeros de lignina (Liu et al., 2011). En cultivos
herbaceos como el trigo, la lignina contiene los tres monolignoles (H, G y S) en una proporcion
de 5, 49 y 46 %, respectivamente, mientras que en plantas lefiosas, las unidades G y S son las

predominantes (Billa et al., 1998; Lapierre et al., 1995).

Durante el proceso de lignificacion, las unidades monoméricas producen un polimero complejo,
unido por enlaces B-O-4, a-O-4, B-5, B-1, 5-5, 4-O-5 y B-B (Figura 6) (Boerjan, et al., 2003).
Los enlaces méas abundantes en la lignina son los B-aril éter (B-O-4). La lignina se encuentra
siempre asociada con carbohidratos (en particular con hemicelulosas) a través de enlaces
covalentes en dos sitios: el carbono alfa y el carbono 4 en el anillo bencénico y a esta asociacién
se conoce como complejos lignina-carbohidratos (Buranov & Mazza, 2008; Xu, 2010). En las
plantas herbaceas, los acidos hidroxicindmicos (p-cumarico y ferulico) se unen a la lignina y
hemicelulosas mediante enlaces de tipo éster y éter formando complejos lignina-fendlicos-

carbohidratos (Baucher et al., 1998; Sun et al., 2002).
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Tipos de Lignina y Métodos de Extraccion

La lignina puede ser aislada del material lignocelulésico mediante una variedad de métodos que
implican diferentes procesos mecanicos y/o quimicos. Estos metodos se pueden agrupar en dos
vias principales. EI primer grupo incluye metodos en los que se libera la celulosa y la
hemicelulosa mediante solubilizacion, dejando la lignina como residuo insoluble; mientras que
el segundo grupo incluye métodos que implican la disolucion de la lignina, dejando como
residuos insolubles la celulosa y la hemicelulosa, seguido de la recuperacion de lignina a partir

de la fase liquida (Hatfield et al., 2005).

Debido a la naturaleza heterogénea de las materias primas (madera y residuos agricolas), no hay
ningin método disponible actualmente para el aislamiento cuantitativo de lignina natural o
residual, sin el riesgo de modificarla estructuralmente durante el proceso. Sin embargo, la
informacion obtenida sobre la reactividad quimicay la estructura de la lignina aislada es valiosa.
Existen tres tipos de ligninas que corresponden a los tres procesos quimicos mayoritarios para
la fabricacion de pasta de celulosa: del tipo sulfito, kraft y soda (Lora, 2008; Vishtal &
Kraslawski, A., 2011). Sin embargo, también existen métodos alternativos para la extraccion
de lignina que incluyen el uso de solventes organicos, métodos termoquimicos o liquidos
i6nicos. Estos métodos han surgido como alternativos para el tratamiento de residuos agricolas
y han ganado atencion debido a que son utilizados en la obtencion de combustibles de materiales
lignocelulosicos, en un concepto de biorrefineria. Ademas de combustibles, estos métodos son

capaces de liberar fracciones de lignina con propiedades Utiles.
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Lignina Tipo Sulfito

La lignina sulfito es obtenida como un subproducto de la fabricacidn de pasta de celulosa por el
proceso sulfito y éste fue historicamente el tipo de lignina industrial mas abundante disponible
comercialmente durante muchos afios. El uso de bisulfito de calcio era importante porque era
un producto quimico barato para la fabricacion de pasta. La tecnologia de fabricacion de pasta
tipo sulfito ha evolucionado hasta incorporar otros sulfitos y bisulfitos, como sulfitos de
magnesio, amonio Yy sodio. Asi, los lignosulfonatos resultantes han encontrado aplicaciones en
algunos casos especialmente adaptados para un tipo de cation especifico (Laurichesse &
Averous, 2014). Los lignosulfonatos contienen cantidades considerables de azufre en forma de
grupos sulfonato presentes en la cadena lateral alifatica (Figura 7). Los lignosulfonatos son
solubles en agua y estos tienen una masa molecular promedio y un indice de polidispersidad
amplio (Vishtal & Kraslawski 2011). Las propiedades mas importantes de los diferentes tipos
de ligninas incluyendo los lignosulfonatos se muestran en la Tabla 2. Los lignosulfonatos son
utilizados en aplicaciones industriales como por ejemplo; dispersantes, adhesivos y aditivos para
cemento. Lareactividad de los lignosulfonatos depende en algun grado del catién, los productos
a base de calcio y amonio exhiben la reactividad mas alta, mientras lignosulfonatos a base de

sodio y magnesio muestra una reactividad media (Finch, 1984).

Con el tiempo, el proceso de fabricacion de pasta por sulfito comenz6 a perder terreno frente a
su competidor, el método Kraft, proceso que es mas versatil al producir pastas mas sélidas y

ademas, permite una mejor recuperacion de productos (residuos sélidos).
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Figura 7. Estructura quimica de la lignina (A) Kraft y (B) lignosulfonato.

Fuente: Adaptada de Laurichesse y Avérous 2014,
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Tabla 2. Propiedades de los diferentes tipos de ligninas.

Tipo de lignina  Materia  Solubilidad Peso Polidispersidad Tg ?(°C)
prima molecular
promedio
Kraft Madera Soluciones 1000-3000 2.5-3.5 140-150
alcalinas
Lignosulfonatos Madera Agua 15,000 6-8 130
50,000
Soda Plantas Soluciones 800-3000 2.5-3.5 140
anuales alcalinas
Organosolv Madera y Solventes 500-5000 1.5-25 90-110
plantas organicos
anuales

aTg = Temperatura de transicion vitrea

Fuente: Adapatada de Laurichesse y Avérous (2014) y Espinoza-Acosta et al (2014).
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A pesar de esto la produccion de lignina tipo sulfito ha logrado mantenerse relativamente
estable, atendiendo a una demanda mundial, donde la reciente disminucion en el consumo de
Europa Occidental, América del Norte y Japon se ha visto compensada por aumentos en la

demanda por parte de China, India y otras partes del mundo.

Lignina Tipo Kraft

En el proceso kraft la materia prima se somete a una digestion con una mezcla de hidroxido de
sodio y sulfuro de sodio aproximadamente a 170°C. Durante la digestion de la materia prima
ocurren varias reacciones, incluyendo la ruptura de enlaces entre lignina y los carbohidratos, la
despolimerizacién de la lignina, su reaccion con iones hidrosulfuro y su recondensacion. La
despolimerizacion de lignina mediante el proceso kraft se produce principalmente a través de la
ruptura de los enlaces a y B-aril éter (C-O), primeramente en las unidades fenolicas y en una
fase posterior sobre las unidades no fendlicas. Estas reacciones generan fragmentos con grupos

fenolicos solubles en el medio alcalino predominante durante la digestion.

Lignina Tipo Organosolv

Los procesos tradicionales de fabricacion de pasta de donde se obtiene las ligninas kraft y
sulfitos producen grandes cantidades de aguas residuales altamente contaminantes. La creciente
demanda de papel, pulpa de celulosa y ligninas debe conciliarse con las crecientes
preocupaciones ambientales, lo que significa que la investigacidn debe centrarse tanto en el uso
de materias primas no convencionales (por ejemplo, residuos agricolas) y el desarrollo de
procesos que utilicen reactivos menos contaminantes, como el proceso organosolv. El proceso

organosolv implica el tratamiento de biomasa lignocelul6sica con solventes organicos y pequefia
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cantidades de agua a temperaturas entre 180-210°C. EI proceso de deslignificacion con
solventes organicos puede catalizarse agregando pequefias cantidades de hidréxido de sodio
(NaOH), acido sulfarico o clorhidrico (H2SO4 0 HCI), aunque puede también llevarse a cabo en

ausencia de catalizadores, pero requiere de temperaturas méas elevadas.

Se han reportado varias ventajas del proceso organosolv comparado con otros procesos de
extraccion (Ruiz et al., 2011). EI proceso organosolv utiliza solventes de bajo punto de
ebullicion (por ejemplo, acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, dioxano, etc.), que puede ser
facilmente recuperada por destilacion (Rodriguez et al., 2008a; Rodriguez et al., 2008b;
Rodriguez et al., 2008c). Tal proceso se puede implementar en pequefias plantas industriales
que requieren sdlo una modesta inversion con el fin de obtener productos de calidad con bajos
costos de produccion y la transformacion eficiente de las materias primas en altos rendimiento

de pulpa de celulosa e interesante subproductos (Delmas et al., 2011).

La lignina organosolv presenta varias diferencias quimicas comparada con las ligninas obtenidas
por el proceso sulfito y kraft. La principal caracteristica de la lignina de tipo organosolv es la
ausencia de azufre. La lignina organosolv es parcialmente soluble en los solventes utilizados
para su extraccion, es insoluble en agua, tienen un peso molecular entre 500-5000, una
temperatura de transicién vitrea baja entre 90 y 180°C y un alto contenido de compuestos
fenolicos e hidroxilos alifaticos (Lora, et al., 1989; Laurichesse & Averous, 2014). Otras
caracteristicas importantes son su homogeneidad y la ausencia de olores (Vallejos et al., 2011).
En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas mas relevantes de la lignina

organosolv.
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Tabla 3. Pureza y propiedades fisicoquimicas de la lignina tipo organosolv.

Impurezas y propiedades

Referencias

Cenizas (%)

Carbohidratos (%)

Lignina soluble en &cido
(%)

Temperatura de transicién
vitrea Tg (°C)?

Peso molecular

Polidispersidad

1.13-4.9

0.32-9.0

1.86-3.89

90-180

500-4000

1.3-4.0

Toledano et al. (2012)
Cybulska et al. (2012)

Cybulska et al. (2012),
Gosselink et al. (2004)

Montiel-Rivera et al.
(2013)

Shukry et al. (2008),
Alriols et al. (2010),

Nevérez et al.
(2011), Vishtal and
Kraslaski (2011)

Zhang et al. (2010),
Delmas et al. (2011)

8 Tg = Temperatura de transicion vitrea
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Aplicaciones Generales de los Diferentes Tipos de Ligninas

Algunas investigaciones han demostrado que los diferentes tipos de lignina tienen un enorme
potencial que va mas alla del uso como combustible barato pata generar energia en los procesos
de elaboracion de papel, pulpa de celulosa o biocombustibles. La lignina kraft tiene aplicacién
como soportes para fertilizantes y pesticidas (Ramirez et al., 1997; Zhang, 2008), fibras y
nanofibras de carbono (Kadla et al.,, 2002; Kubo et al., 1998), mezclas con polimeros
termopléasticos (Cazacu et al., 2004), aglutinantes y resinas (Alonso et al., 2004; Tejado et al.,
2007; Turunen et al., 2003), resinas de intercambio ionico (Dizhbite et al., 1999; Zoumpoulakis
et al., 2001) y carbones activados (Fierro et al., 2006). Adicionalmente a estas aplicaciones, la
lignina kraft se puede utilizar para la produccién de compuestos bajo peso molecular tales como
la vainillina, aromaticos hidroxilados, quininas, aldehidos y &cidos alifaticos (Yuan, et al.,

2013).

Los lignosulfonatos tienen una variedad de grupos funcionales entre ellos grupos hidroxilo
fendlicos, grupos carboxilicos y grupos que contienen azufre (Areskogh et al., 2010a; 2010b).
La variedad de grupos funcionales y otras caracteristicas estructurales proporcionan propiedades
coloidales Unicas (Areskogh et al., 2010a; 2010b; Areskogh et al., 2011). Estas propiedades
permiten aplicaciones como: estabilizadores en suspensiones coloidales, agentes dispersantes
(Byman-Fagerholm et al., 1999), aglutinantes (Zhang, et al., 2002), detergentes, pegamentos y
alimentos para animales (Lora, 2008), agentes tensoactivos (Palmqvist et al., 2006), adhesivos

(Alonso, et al., 2004) y aditivos para cemento (Ansari et al., 2007; Grierson et al., 2005).

Las propiedades de la lignina organosolv difieren en gran medida de otros tipos de ligninas. La

mayor caracteristica de este tipo de lignina es su peso molecular y su pureza quimica. La lignina
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organosolv es mas hidrofébica que otras ligninas y muestra muy poca solubilidad en agua (Lora,
etal., 2002). El proceso organosolv produce lignina que contiene una gran cantidad de cadenas
laterales reactivas disponibles para otras reacciones quimicas (Meister, 2002). Debido a sus
caracteristicas quimicas este tipo de lignina se ha utilizado como relleno en la formulacion de
tintas, barnices y pinturas (Belgacem et al., 2003) y se puede utilizar en aplicaciones similares
que kraft y lignina soda si esta es modificada. Sin embargo, debido a su bajo peso molecular,
su utilizacion en adhesivos y aglutinantes es bastante limitado. Recientemente la lignina
organosolv ha sido utilizada como aditivo para elaborar materiales compuestos con propiedades
unicas haciendo mezclas de lignina con otros polimeros organicos (Doherty et al., 2011;
Johnston et al., 2012; Stewart, 2008). Ademas, esta lignina ha sido utilizada sustituyendo el
fenol quimico en la fabricacion de resinas de fenol-formaldehido y la elaboracidn de espumas

rigidas de poliuretano (Cetin et al., 2002a; 2002b; Pan et al., 2013).

La lignina es considerada la fuente principal de compuestos aromaticos renovables. A pesar de
su complejidad quimica, es una excelente alternativa como polimero, la cual representa una
fuente inagotable de materia prima para la elaboracion de compuestos quimicos. La extraccién
de lignina de fuentes lignoceluldsicas han ganado interés en los ultimos afios debido a que los
procesos que se utilizan para su extraccion libera moléculas con propiedades superiores a las
ligninas tradicionales, esto representa un punto clave para incrementar su uso en aplicaciones

industriales (Laurichesse & Averous 2014).

Modificacion de Lignina

El enorme potencial de la lignina da varias oportunidades para tomar ventaja de su versatilidad

para multiples aplicaciones. Los métodos mas importantes para modificar la lignina pueden ser
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divididos en dos enfoques: el primero es la disminucion del peso molecular, rompiendo
totalmente la estructura de lignina para obtener oligdmeros o0 monémeros que sirvan de material
de partida para la sintesis de nuevos compuestos. El segundo enfoque es la introduccién de
sitios reactivos o la unién de diferentes moléculas como aminoacidos directamente en la lignina
(Matsushita et al., 2009). En ambos casos la modificacion puede ser de forma quimica,
termoquimica, enzimatica o por mezclas de procesos (Lange et al., 2013). A continuacion se

describen los principales métodos quimicos y enzimaticos para la modificacién de lignina.

Métodos de Modificacion de la Lignina

Métodos quimicos y termoquimicos. La modificacion parece ser la mejor forma para usar este

producto renovable como material de partida para polimeros y sintesis quimicas. La

modificacion quimica de la lignina puede ser clasificada dentro de tres categorias principales:

(1) La fragmentacion o despolimerizacion de lignina como fuente de carbono a través del

rompimiento de la estructura de lignina en monémeros aromaticos.

(2) La modificacion para crear nuevos sitios activos.

(3) Funcionalizar los grupos hidroxilo.

La lignina es una materia prima apropiada para producir compuestos de bajo peso molecular
como acido vinilico, compuestos aromaticos simples o hidroxilados, aldehidos, acidos alifaticos
y muchos otros compuestos quimicos (Amen-Chen et al., 2001; Erdocia, 2012). Un gran
namero de métodos de conversion termoquimicas han sido propuestos para despolimerizar o
fragmentar la molécula. Sin embargo, la despolimerizacion catalizada por bases, la pirolisis,

gasificacién y solvolisis catalizada por un acido de Lewis son los métodos considerados mas
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importantes (Brebu et al., 2009; Hamaguchi et al., 2012; McKendry, 2002; Zakzeski et al., 2010;
Zakzeski et al., 2011). La fragmentacion de lignina tiene dos objetivos: (i) elucidar la
composicion estructural y (ii) producir materiales Utiles a partir de monémeros u oligdbmeros.
Con la llegada de las biorefinerias, la fragmentacion de lignina ha ganado renovado interés como
un recurso quimico abundante y que se puede obtener de fuentes renovables (Nowakowski et

al., 2010).

Laurichesse y Avérous (2014) discuten que aunque la fragmentacion de lignina es una buena
opcion para ampliar sus aplicaciones, esta puede ser vista como un proceso negativo con un alto
gasto de energia destinado a deshacer lo que la naturaleza ha hecho durante la biosintesis. Por
esta razon, varias investigaciones se han centrado en desarrollar métodos para mejorar el uso de

la lignina intentando valorizarla a través de la modificacion de su estructura quimica.

Las principales reacciones para la sintesis de nuevos sitios activos quimicos en lignina son: la
alquilacién, desalquilacién, hidroxialquilacion, sulfometilacidon, aminacion y nitracion (Hu, et
al., 2011; Laurichesse & Awverous, 2014). EIl tratamiento de la lignina a través de estas
metodologias ha facilitado la obtencion de productos quimicos importantes como el
dimetilsulfoxido (DMSO), agentes tensoactivos, materiales compuesto, resinas fendlicas,
adhesivos para madera, entre otros (Goncalves et al., 2001; Huang, et al., 2002; Li & Sarkannen,

2002; Shah et al., 2005; Zhang, et al., 2001).

Otra estrategia para extender las aplicaciones es funcionalizar sus grupos hidroxilo. Las ligninas
tienen grupos hidroxilo fenolicos y grupos hidroxilos alifaticos en las posiciones C-o y C-B en
la cadena lateral. Los grupos hidroxilo fenolicos son los grupos funcionales mas reactivos,

funcionalizar los grupos hidroxilo puede por ejemplo, mejorar la solubilidad.
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Después de la modificacion, la mayoria de los grupos hidroxilo fenolicos se convierten en
grupos hidroxilos alifaticos, los cuales son mas reactivos y estan disponibles para otras
reacciones. Las reacciones quimicas principales para funcionalizar los grupos hidroxilo de
lignina son: la esterificacion, la fenolacion, eterificacion y la uretanizacion (Effendi et al., 2008;
Thielemans et al., 2005). Al funcionalizar los grupos hidroxilos se pueden incorporar
macromonomeros como el polietilenglicol (PEG) en la molécula de lignina (Gandini, et al.,
2002), remover los grupos hidroxilo o simplificar la estructura de algunos lignosulfonatos (Hu,
et al., 2011), transformar la lignina sélida e insoluble en un poliol altamente soluble en varios

solventes (Lora & Glasser, 2002; Silva et al., 2009).

Métodos enziméticos. Actualmente muchas industrias estan buscando el desarrollo de

tecnologias dirigidas hacia el disefio de productos y procesos que impliquen la reduccion o
eliminacién de compuestos quimicos. Esto se debe principalmente a las crecientes
preocupaciones ambientales que representan las metodologias o procedimientos que utilizan
grandes cantidades de compuestos quimicos. Por tal motivo la atencion se ha centrado en el uso
de herramientas biotecnolégicas como es el caso de enzimas especificas. El uso de enzimas
para la modificacion de lignina se ha centrado en dos direcciones principales: (i) la modificacion
selectiva con el fin de mejorar su compatibilidad y desempefio en materiales compuestos y (ii)
en su despolimerizacién oxidativa para obtener compuestos monémericos polifuncionales para
ser utilizados como materia prima para la industria de polimeros (Crestini et al., 2010; Lange,

etal., 2013).

El desarrollo y la aplicacion de nuevas tecnologias basadas en la catalisis y modificacion
enzimatica de la lignina traen numerosas ventajas a los procesos quimicos industriales que

resultan en procesos amigables con el ambiente. Esto se debe principalmente a la alta
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especificidad y la eficiencia que presentan los catalizadores enzimaticos y a las condiciones de

operacion menos agresivas que las utilizadas en métodos quimicos.

La lignina es de naturaleza amorfa, carece de regularidad y no es susceptible al ataque
hidrolitico. A pesar de su naturaleza resistente estd puede ser degradada o modificada por
diversos microorganismos, en particular por los metabolitos secundarios de los hongos de la
pudricion blanca. Estos hongos son capaces de producir enzimas extracelulares que pueden
oxidar sustratos fendlicos y no fendlicos. Las enzimas principales asociadas con la degradacion
de la lignina son: la lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), peroxidasa versatil
(VP) y la lacasa (Tabla 4). La estructura y mecanismos de accion de estas enzimas lignoliticas
ha sido ampliamente estudiadas (Wong, 2009). De estas cuatro enzimas, las lacasas ocupan el

lugar méas importante en la degradacion y modificacion de la lignina.

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas pertenecientes al grupo de las oxidasas de cobre azul
(Morozova et al., 2007; Riva, 2006; Rodriguez, et al., 2006). Estas enzimas catalizan la
oxidacion de sustratos organico o inorganico y la reduccion de oxigeno molecular a agua, por
medio de un mecanismo de transferencia de un electron (Mayer & Staples, 2002). La enzima
lacasa se ha detectado en una gran variedad de organismos como bacterias, hongos, plantas, e

insectos (Dwivedi et al., 2011; Mayer and Staples, 2002).
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Tabla 4. Enzimas lignoliticas y sus principales reacciones.

Enzimay Cofactor Sustrato y Reaccién Referencia
abreviatura mediador
Lignina peroxidasa H202 alcohol veratrilico ~ Oxidacion de  (Haemmerli et
(LiP) anillos al., 1987;
aromaticos a Khindaria et
radicales al., 1995)
cationes
Manganeso H202 Mn, acidos Oxidacion de (Fujii et al.,
peroxidasa (MnP) organicos como Mn (1) aMn 2013;
quelantes, tiolesy  (lI), oxidacion Hofrichter,
acidos grasos de compuestos  2002; Janusz
insaturados fendlicos a etal., 2013;
radicales Wariishi et al.,
fenoxi 1992)
Peroxidasa versatil H202 Mn, alcohol Oxidar Mn (II)  Wong (2009)
(VP) veratrilico y a Mn (111),
compuesto oxidacion de
similares a LiP y compuestos
MnP fenolicos y no
fendlicos
Lacasa 02 Fenoles, Oxidacion de  (Kunamneni
mediadores fenoles a Adinarayana
(hidroxibenzotriazol radicales et al., 2008;
y ABTYS) fenoxi, otras  Kunamneni A.

reacciones en et al., 2008)
presencia de
mediadores
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Aunque las de mayor importancia industrial son las lacasas provenientes de hongos y en menor
medida las que se obtienen de plantas (Morozova, et al., 2007). Las lacasas son proteinas
extracelulares, no obstante también se han detectado lacasas intracelulares en algunos hongos e
insectos (Dwivedi, et al., 2011). Las lacasas mejor caracterizadas son las de los hongos y en
menor medida las que provienen de plantas (Wong, 2009). Las lacasas fungicas desempefian
una variedad de funciones como la morfogenesis, la patogénesis y la degradacion de la lignina

(Singh, et al., 2010).

Algunas especies de lacasas ha sido utilizadas en diferentes industrias como la agricola, textil,
alimenticia, farmacéutica, la purificacion de efluentes y la remediacién de suelos (Brijwani et
al., 2010; Kunamneni et al. 2007; Madhavi et al., 2009; Osma et al., 2010; Shraddha et al.,
2011). Las enzimas lignoliticas, principalmente las lacasas proporcionan un medio atractivo
para modificar las propiedades quimicas de la lignina, por ejemplo la solubilidad, su peso
molecular, algunas propiedades de superficie o la hidrofobicidad del polimero a través de la
oxidacion (Munk et al., 2015). El tratamiento de la lignina con enzimas lacasas puede impartir
funcionalidades clave o lograr la unién de moléculas directamente a la lignina, aumentando de
este modo su versatilidad. En este sentido se ha logrado unir &cido ferdlico a lignanos mediante
la descarboxilacién mediada por la enzima lacasa de Trametes hirsuta (Mattinen, et al., 2009).
Adicionalmente se ha logrado la modificacion de la lignina kraft con diversos aminoécidos
utilizando lacasa (Witayakran et al., 2009). También se ha proporcionado evidencia de la
polimerizacion de diferentes ligninas utilizando lacasa de Trametes hirsuta (Mattinen, et al.,
2008). Los resultados mostraron que todas las ligninas probadas podian ser activadas y
polimerizar en diferentes grados por la enzima lacasa. La polimerizacion de los lignosulfonatos
usando varias lacasas tambien ha sido reportada (Areskogh, et al., 2010a). Ademas, la capacidad
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oxidativa de la enzima lacasa ha sido probada en condiciones alcalinas y utilizando mezclas de
acetona y agua (Fitigau et al., 2013; Moya et al., 2011; Weihua et al., 2008). La capacidad de
la lacasa para promover la polimerizacion oxidativa de la lignina kraft ha sido evaluada en varias
condiciones de pH, temperatura, dosis de enzimay tiempo de tratamiento (Gouveia et al., 2012;
2013; van de Pas et al.,, 2011). Los resultados proporcionaron evidencia notable de la
modificacion de la lignina después de la incubacion con lacasa. La oxidacion estructural y un
aumento en el peso molecular se lograron obteniendo un polimero 69 veces méas grande que su
peso molecular inicial. Varias técnicas analiticas como la resonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y la cromatografia de exclusiéon por tamafio (SEC), son
utilizadas para evaluar cuantitativa y cualitativamente los cambios de la lignina por efecto de la

accion enzimatica (Nugroho, et al., 2010).

Como se menciond anteriormente, la lignina es un polimero importante en la preparacion de
materiales de ingenieria siendo probablemente la aplicacion mas frecuente encontrada en la
literatura. La modificacion enzimatica puede ayudar a obtener materiales de base bioldgica con
una mayor biodegradabilidad, mayor fuerza, menos hidrofébicos 0 como agente acoplante o
compatibilizante (Sena-Martins et al., 2008; Thakur et al., 2014). La copolimerizacion de
diferentes ligninas con compuestos quimicos como el &cido vanilico, isocianatos o acrilamidas
catalizada por lacasas ofrecen un gran potencial para preparar nuevo materiales (Milstein et al.,

1994).
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Materiales a Base de Polimeros Renovables

Al inicio de la produccion petrolera, los plasticos basados en petréleo fueron enormemente
impulsados debido a su gran numero de aplicaciones y su bajo precio. Hoy el constante
incremento en el precio del petréleo y la asociacion de estos materiales con la contaminacion
ambiental, han dado lugar a un creciente interés en obtencién de materiales ecol6gicamente
amigables fabricados a partir de polimeros renovables (Gandini et al., 2008). Los empaques y
contenedores de alimentos son los principales contribuyentes a este problema, a pesar de que
algunos materiales a base de polimeros sintéticos pueden ser recuperados y reciclados estos
acaban en vertederos donde tardan afios para incorporarse al medio ambiente. Para hacer frente
a los problemas ocasionado por los residuos de plastico, se ha llevado a cabo investigaciones
para obtener materiales ecologicamente amigables utilizando polimeros naturales (Janjarasskul

etal., 2010).

Una gran cantidad de polimeros renovables de origen natural incluyendo celulosa, polisacaridos,
proteinas y lipidos han sido procesados y modificados con el fin de obtener peliculas de
empaque y contenedores (Gandini, 2008; 2011). Entre estos polimeros naturales destaca el
almidon porque tienen buena capacidad para formar pelicula debido a sus propiedades
coloidales Unicas, lo hacen particularmente atractivo. El almidon de fuentes agricolas como el
trigo o tubérculos como la papa son la materia prima mas utilizada para este fin debido a su
costo relativamente bajo, amplia disponibilidad y su facilidad de manejo (Ban et al., 2005;
Pagella et al., 2002; Pushpadass et al., 2009). Ademas, se ha demostrado que el almiddn puede
ser completamente biodegradable en el suelo y agua, que es de gran ventaja desde el punto de

vista ambiental (Funke et al., 1998; Jiménez et al., 2012).
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El alImidon puede ser procesado en una fase continua, Ilamado almiddn termoplastico a través
de la gelatinizacion en presencia del calor y agua (Ma, et al., 2007; Mathew, et al., 2002). Sin
embargo, las aplicaciones tecnoldgicas de los materiales a base de almidén termoplastico
presentan varias desventajas como resultado de su caracter fuertemente hidrofilico y sus pobres
propiedades mecanicas comparadas con polimeros sintéticos convencionales (Thuwall et al.,
2006; Xu, et al., 2004). Estas desventajas limitan su aplicacién aunque sus propiedades
mecanicas pueden mejorarse con la adicidn de un plastificante (Pelissari et al., 2009). El glicerol
es el plastificante mas utilizado ya que es compatible con el almidén y logra disminuir las
fuerzas intermoleculares de las peliculas mejorando asi sus propiedades mecanicas. Sin
embargo, el uso de plastificantes aumenta el caracter hidrofilico de las peliculas lo que a su vez
promueve la permeabilidad de vapor de agua (Pranoto et al., 2005). Algunas estrategias que se
han utilizado para combatir las deficiencias que presentan las peliculas a base de almidon es el
uso de nuevos plastificantes (Xiaofei et al., 2004), la modificacion del almiddn (Spiridon et al.,
2011), la combinacion de almiddn con polimeros sintéticos y biodegradables (Chen, et al., 1997)
y la combinacién de almiddn con fibras de celulosa obtenidas a partir de residuos agricolas

(Dufresne et al., 2000; Lopez-Rubio et al., 2007).

El uso de nuevos plastificantes debe justificar claramente aspectos de toxicidad si el material
obtenido serd usado como empaque de alimentos. La combinacién de almidon con polimeros
sintéticos permite disminuir la afinidad a la humedad del material obtenido aunque esto puede
comprometer su biodegradabilidad (Huang, et al., 2006). Otra alternativa es la adicién de nano-
rellenos como reforzantes como por ejemplo silicatos, nanotubos de carbono, nanoparticulas de
carbono y metales (Avella et al., 2005; Chivrac et al., 2008; Fama et al., 2011; Manno et al.,
2008). Recientemente, se ha prestado mucha atencion a la preparacion de materiales
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compuestos haciendo mezclas de polimeros naturales (Avérous, 2004; Kuciel et al., 2009;

Mohanty et al., 2002).

En un intento de combinar las propiedades de dos polimeros de bajo costo manteniendo la
biodegradabilidad de los materiales finales, se han hecho mezclas de almidén y ligninas. La
lignina tienen la ventaja de ser capaz de jugar un papel importante como un agente hidrofébico
y esta disponible en gran cantidad a bajo costo como subproductos de la industria del papel y en
la obtencion de combustibles lignoceluldsicos. Sus propiedades hidrofobicas han sido
aprovechadas para reducir el caracter hidrofilico de peliculas de almidén (Baumberger, et al.,
1998a; Baumberger, et al., 1997) y como reforzante que puede cambiar las propiedades
mecénicas de los materiales a base de almidén (Baumberger, et al., 1998b; Huang, et al., 2003a;

Huang, et al., 2003Db).

Efecto de la Incorporacion de Lignina en las Propiedades de Materiales de Almidon

Se ha reportado que la incorporacion de la lignina en una matriz de almidon tiene un efecto
positivo en sus propiedades de mecanicas, térmicas y de barrera (Bhat, et al., 2013; Vengal &
Srikumar, 2005). La incorporacion de lignina ha logrado aumentar la fuerza y la rigidez del
material al mismo tiempo que redice su afinidad al agua. Sin embargo, el efecto que la lignina
puede impartir depende del procedimiento de extraccion de la lignina, su peso molecular y el

procedimiento preparacion del material.

Baumberger y colaboradores han sido pioneros en la preparacion y caracterizacion de materiales
elaborados de almiddn y lignina. Ellos han trabajado con varios tipos de lignina, almidones y
procesos para la preparacion de peliculas. Una de sus primeras investigaciones en este campo

fue la preparacion y caracterizacion de mezclas de lignosulfonatos y almidon preparados por
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moldeo térmico. La evaluacion de los materiales obtenidos por ensayos mecanicos revelaron
que la incorporacion de 10% lignosulfonatos modificd el esfuerzo de tension de las peliculas
independientemente de la composicion del lignosulfonato (Baumberger, et al., 1997). El efecto
de la incorporacion de lignina ha sido evaluado a diferente humedad relativa. Los materiales
fueron preparados utilizando mezclas de almidén y lignina kraft de 0-30% Yy fueron obtenidas
por extrusion y moldeo térmico (Baumberger, et al., 1998c). La influencia del contenido de
lignina en las propiedades mecéanicas de las peliculas se evalué mediante pruebas de esfuerzo-
deformacion a dos niveles de humedad relativa. A humedad relativa del 58% y 20% de lignina,
se observd un ligero aumento en la elongacion y resistencia al quiebre mientras que a una
humedad relativa 71% y 30% de lignina, la elongacién aument6. Ademas, isotermas de
adsorcion de agua mostraron que la lignina redujo la afinidad al agua de las peliculas. Los
autores reportaron la preparacion de un material de dos fases que consistia en una matriz de
almidon hidrofilico relleno de agregados de lignina. Para incrementar la reactividad de la
lignina dentro de peliculas de almidon se han usado técnicas como la radiacion por un haz de
electrones (Lepifre et al., 2004). El tratamiento de materiales de almidén y lignina con un haz
de electrones promueve reacciones de condensacion y oligomerizacion que modula las

propiedades del material final.

Por otra parte el efecto de la estructura de la lignina en las propiedades mecanicas de materiales
a base de almidén y lignina también ha sido investigado. Los resultados de estas investigaciones
coinciden en que las fracciones con bajo peso molecular tienen un papel clave en las propiedades
mecanicas de las peliculas, principalmente como plastificante del almidén (Baumberger, et al.,
1998c). La incorporacion de fracciones de lignina de distintos pesos moleculares permite

obtener materiales mas elasticos. Debido a que la lignina posee multiples grupos funcionales la
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incorporacion en materiales a base de almidon puede modificar propiedades como la
permeabilidad al vapor de agua y la solubilidad al agua. La nula 0 minima permeabilidad al
vapor de agua se considera importante cuando se producen materiales para el empaque de
alimentos que no requieran transferencia de humedad entre el alimentacion y el medio ambiente
(Voon et al., 2012). La solubilidad de peliculas elaboradas de polimeros bioldgicos es de suma
importancia para determinar su biodegradabilidad (Rotta et al., 2009). Sin embargo, la
obtencion de materiales insolubles en agua también es importante en ciertas aplicaciones donde
se desea mejorar la integridad de los productos (Tongdeesoontorn et al., 2011). Bhat et al.
(2013) reportaron que la permeabilidad al vapor de agua y la solubilidad de peliculas de almidon
de palma (Metroxylon sagu) y lignina de palma de aceite fueron modificadas y los resultados
obtenidos fueron mas favorables en estas peliculas que en las obtenidas al incorporar una lignina
comercial. Esto demostré que independientemente de la materia prima de donde provenga la
lignina y el almidon ambos polimeros tiene la capacidad para obtener materiales con
propiedades interesantes. La disminucion en la permeabilidad de vapor de agua en peliculas de
almidon y lignina se ha atribuido a las fuertes interacciones intermoleculares que ocurren entre
almidon y las moléculas de lignina (Baumberger, 2002). Segun Lepifre et al. (2004), los
polisacaridos son capaces de formar enlaces con compuestos fendlico (radicales) a través de
enlaces C-O, C-C y O-H. Esto puede mejorar la compatibilidad y la hidrofobicidad de
combinaciones de almiddn/lignina resultando en una reduccion en la difusion del vapor de agua

a traveés de las peliculas.

Otra propiedad importante en materiales compuestos es la estabilidad térmica. La investigacién
de las propiedades térmicas a materiales hechos de polimero naturales es importante para

conocer su temperatura de descomposicion térmica. La adicién de lignina en las peliculas de
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almidon puede mejorar la estabilidad térmica y esto ha sido demostrado. Bhat et al (2013)
reportaron que la adicion de lignina aumentd ligeramente la estabilidad térmica y la temperatura
de descomposicion de peliculas de almidédn de palma. Esto se puede atribuir a la formacién de

maultiples enlaces O-H entre la lignina y el almidén (Spiridon, et al., 2011).
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HIPOTESIS

El tratamiento de la paja de trigo con mezclas de solventes organicos y agua permiten extraer
lignina con alta pureza, la cual puede ser utilizada para modificar las propiedades funcionales

de peliculas de almidén.
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OBJETIVOS

General

Extraer y caracterizar la lignina de paja de trigo (Triticum durum) para mejorar las propiedades

funcionales de peliculas de almidén.

Particulares

1. Seleccionar un procedimiento para extraer lignina de paja de trigo (Triticum durum) con un

alto grado de pureza.

2. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de la lignina, peso molecular, estructura y

propiedades térmicas.
3. Modificar la lignina de trigo cristalino por métodos enzimaticos.

4. Elaborar peliculas de almidén y lignina y evaluar sus propiedades funcionales.

41



MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Se utilizo paja de trigo cristalino (Triticum durum) de la variedad Patronato Oro C2008, la cual

se obtuvo de un campo agricola en ciudad Obregoén, Sonora, el afio 2011.

Molienda de la Paja de Trigo

Primeramente se llevo a cabo una pre-molienda utilizando una desintegradora de granos y
forrajes (Multiplex, a 3000 rpm). Para obtener un tamario de particula fino la paja se moli6 en
un molino de cuchillas con una malla de 0.8 mm (Pulvex, Modelo 200, S.A. de C.V., México).

Una vez molida la paja se guardd en bolsas de polietileno para sus posteriores analisis.

Separacion de Fracciones

La paja de trigo cristalino molida se separ6 por tamafios de particula utilizando un tamizador
con movimiento orbital (Marca Retsch As 200, Haan, Alemania). EIl tamizador estaba equipado
con una serie de tamices con tamafios de malla de 600, 425, 180, 63 y 45 um apilados de mayor
a menor tamafio de malla. Aproximadamente 5 g de paja de trigo se colocaron en el primer
tamiz (600 um) y la paja se hizo pasar a través de los tamices durante 5 minutos a una velocidad
de ajuste de 5 en el equipo, con intervalos de agitacion. Finalmente se recolect6 cada fraccion

y se pesé para determinar la distribucion del tamafio de particula.
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Caracterizacion de la Paja de Trigo Cristalino

Separacion de Compuestos Extraibles

Para remover los compuestos extraibles de la paja de trigo se utilizaron los métodos estandares
(T264 om-82 y T204 0s-76) reportado por la Asociacion Técnica de la Industria del Papel y la
Pulpa (TAPPI, por sus siglas en inglés). Se pesaron 15 g de paja de trigo (425-63 um), se
colocaron dentro de un dedal. La muestra se colocd en un equipo Soxhlet y la extraccion se
realiz6 3 veces, la primera utilizando hexano-etanol (2:1 v/v) durante 6 horas. La segunda
extraccion fue con etanol al 100% durante 4 horas. La extraccion final se hizo con agua caliente
utilizando un sistema de filtrado que consistia en papel filtro, un matraz Kitasato y una bomba

de vacio. Finalmente la paja tratada se dejo secar a 60°C durante 24 horas.

Cuantificacion de Celulosa y Hemicelulosa

La cuantificacion de celulosa y hemicelulosa se determind de acuerdo al procedimiento
reportado por (Zobel et al., 1966). Primeramente se obtuvo el contenido total de las fibras,
Ilamada holocelulosa (holocelulosa = celulosa + hemicelulosa) y se realiz6 como se describe a
continuacion. Se pesaron 0.7 g de paja en un matraz Erlenmeyer, se agregaron 10 ml de la
solucion A (Acido Acético 1.049 M y NaOH 0.5 M), 1 ml de la solucién B (NaClO2 al 20%
m/v) y se agitd vigorosamente hasta que toda la paja estuvo en contacto con las soluciones
agregadas. Inmediatamente se llevé a un bafio de agua manteniendo a una temperatura de 70°C
y cada 30 minutos el matraz fue agitado. 1 ml de la solucion B fue agregada a los 45, 90, 150 y
210 minutos del experimento. La digestion se mantuvo durante 4 horas, después la holocelulosa

se filtro a través de filtros de vidrio previamente pesados y se lavd con 100 ml de acido acético
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al 1% (v/v), después con 10 ml de acetona y los filtros con la holocelulosa se colocaron en una

estufa a 105°C durante 12 horas. La holocelulosa fue calculada como porcentaje en peso.

Después de calcular el porcentaje de la holocelulosa, se determind el contenido de celulosa. A
la holocelulosa contenida en cada filtro se agregaron 3 ml de NaOH al 17.5% (p/v). Después
de 5 minutos se adicionaron nuevamente 3 ml de NaOH, después de 35 minutos de la segunda
adicion de NaOH se agregaron 15 ml de agua para detener la reaccién y se filtrd con 60 ml de
agua, 5 ml de acido acético y 60 ml de agua otra vez. Para finalizar se agregaron 20 ml de
acetona y la muestra se seco a 105°C. La celulosa fue determinada en base al porcentaje en
peso. El contenido de hemicelulosa se calcul6 por diferencia de contenido entre la holocelulosa

y la celulosa.

Cuantificacion de Lignina

La determinacion del contenido de lignina fue realizada independientemente de las
determinaciones anteriores y se obtuvo usando los métodos estandares T222 om-83 y 250 UM-
85 1991 y 2006 (TAPPI). Este método se basa en la cuantificacion del residuo que queda
después de la sacarificacion de celulosa y otros polisacaridos de la pared celular, con éacido
sulfarico al 72%. Como primer paso, 1 g de paja desgrasada se coloc6 en un tubo de vidrio, se
le agregaron 15 ml de é&cido sulfurico al 72% y se mantuvo a 20°C durante 2 horas.
Posteriormente se agregaron 10 ml de agua y se colocd una canica en el borde del tubo para
permitir reflujo durante 2 horas en un bafio de agua hirviendo. Después de ese lapso de tiempo,
la muestra se paso a traves de filtros de vidrio previamente pesados, se lavo con agua y se seco

en la estufa. La cantidad de lignina se determino por diferencia de peso.

44



Extraccién de Lignina

Para remover la lignina de la paja de trigo se utilizé la metodologia reportada por Xu et al.
(2006). Se colocaron 10 g de paja en matraces de vidrio, a los cuales se les agreg6 una mezcla
de &cido formico, acido acético y agua (30:60:10,v/v/v) con una relacion solido/liquido 20:1
(ml/g). Los recipientes se colocaron en un bafio de agua a 85 °C y la reaccion se llevé a cabo
durante 4 horas con agitacion constante. Una fase solida y otra liquida se separaron usando una
tela de nylon como filtro dando dos lavados, uno con agua acidificada (pH 2.5) y otro con agua
destilada caliente. La fase solida se tomd como celulosa y esta se llevo a sequedad en una estufa
a 80°C durante 12 horas. EI licor de cocimiento (fase liquida que contenia restos de los
solventes, hemicelulosas y la lignina) se concentré utilizando un rotaevaporador (Rotary
Evaporator, Marca Yamato, Modelo RE301). Después de concentrar el licor de cocimiento se
agregaron 3 volumenes de etanol al 95% y se dejo reposar (12 h a temperatura ambiente) para
precipitar los carbohidratos, este paso se repitié 3 veces. Los carbohidratos precipitados se
removieron usando filtros (Marca watman de 47 mm), y lo retenido en el filtro se considerd
como hemicelulosa la cual se llevé a sequedad durante 12 horas a 60°C. El liquido color café
oscuro que se obtuvo después del filtrado se concentrd utilizando el rotaevaporador (Rotary
Evaporator, Marca Yamato, Modelo RE301) y se consideré como lignina. Seguido, la lignina
se lavd con agua acidificada (pH 2.5), se centrifugd y se llevo a sequedad utilizando liofilizacion.
La lignina seca se molié con un molino de mortero (RM 200 Han, Alemania) y se tamizé a

través de una malla de 250 pm para obtener un tamafio de particula homogéneo.
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Caracterizacion de la Lignina

Solubilidad

La solubilidad de lignina fue determinada por el método de Shruky et al. (2008) con ligeras
modificaciones. La modificacion consistié en reducir la cantidad de muestra y probar solventes
mezclados con cloruro de litio (LiCl). La metodologia se describe a continuacion, se colocaron
100 mg de lignina en microtubos y a cada microtubo se le agregd 1 ml de solvente (&cido acético,
dimetilformamida, dioxano, etanol, metanol, dimetilsulfoxido, é&cido formico,
dimetilformamida/LiCl 0.2 M, tetrahidrofurano/LiCl 0.2 M, acetona, tetrahidrofurano y una
mezcla de &cido acético, &cido formico y agua 60:30:10 v/v/v), las muestras se agitaron 60
segundos para homogenizar, seguido otros 30 min en vortex a velocidad intensa y centrifugacion
a 10,000 g por 15 min (Thermo scientific heraeus biofuge primo R by Thermo Scientific). La
parte soluble se decantd en platillos de aluminio pre-pesados y lo que qued6 en fondo del
microtubo se agregé nuevamente 1 ml de solvente este paso se repiti6 una vez més. Las
fracciones de lignina soluble se recuperaron y llevaron a sequedad en una estufa a 110°C durante
12 horas. EI porcentaje de solubilidad de lignina se determind por diferencia de peso. Cada

solvente se probé por triplicado.

Masa Molecular

La masa molecular de la lignina fue estimada utilizando cromatografia liquida de alta resolucion
de exclusion por tamafio (HPLC-SEC) en un equipo Agilent 1260 Infinity Quaternary LC
System, (modelo 240, EE.UU.) con un detector de indice de refraccion (Agilent 1260 Infinity)
y una columna TSK-GEL Alpha-300 (Stuttgart, Alemania). Dimetilformamida con cloruro de

litio 0.1 M se us6 como fase mdvil, a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La temperatura de la

46



columna se mantuvo a 40°C y la longitud de onda de deteccion fue de 280 nm. Ademas, se
utilizaron estandares de poliestireno (Sigma-Aldrich) con un peso molecular desde 70,000 a 266

g /mol para calibrar el equipo.

La preparacion de las muestras para el analisis por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC, por sus siglas en inglés) se realizé colocando 100 mg de lignina en un microtubo a la
cual se agregd 1 ml de cada solvente utilizado en la prueba de solubilidad. Posteriormente las
12 soluciones de lignina se pusieron en agitacion en vortex durante 30 min, se centrifugaron a
10,000 g por 15 min (Marca Thermo scientific heraeus biofuge primo R by Thermo Scientific),
la parte soluble se decanté en microtubos los cuales se centrifugaron nuevamente a 15,000 g por
20 min. Muestras de 20 pl de lignina soluble se inyectaron en el sistema de HPLC (Marca

Agilent 1260 Infinity Quaternary LC System, modelo 240, EE.UU).

Carbohidratos Totales

La cantidad de carbohidratos totales se cuantifico debido a que durante la extraccion de la
lignina restos de la hemicelulosa que se degradaron por efecto del tratamiento acido pueden
unirse quimicamente a la lignina (de Wild et al., 2012). La cantidad de carbohidratos totales en
lignina se determind segln la metodologia reportada por DuBois et al. (1956). Se prepard un
estandar de glucosa y se hizo una curva de calibracién como se describe a continuacion. A 100
mg de glucosa se le agregaron 100 ml de dimetilsulféxido (DMSQO) de esa solucion se tomaron
10 ml y se aforaron a 100 ml con DMSO, seguido se tomaron 250, 500, 750, 1000 y 1250 ul y
se colocaron en tubos de vidrio a los cuales se les agregaron 5 ml de &cido sulfdrico concentrado
y se obtuvo una concentracion de 10, 20, 30, 40 y 50 pg de glucosa. Finalmente, de cada

concentracion se tomaron 2 ml para preparar la curva de calibracion, agregando 1 ml de fenol

47



al 5%, 5 ml de acido sulfurico, se dejé reposar por 10 min a temperatura ambiente y 30 min en
un bafio de agua con sonicacion a 60°C. Para finalizar los tubos se agitaron en un vortex para
homogenizar y la absorbancia se midié a 490 nm en un espectrofotometro (Varian Cary 50 Bio
UV/Visible, Modelo Cary 50 Conc— 10069600, Varian Australia). Se prepar6 un blanco donde

la glucosa se sustituyd con agua destilada.

Para la determinacion de carbohidratos en lignina, a 100 mg de lignina se le agregaron 100 ml
de dimetilsulfoxido (DMSO), se tomaron 250 pl, se agregd 1 ml de fenol al 5%, se aforé a 5 ml
con acido sulfarico concentrado, se dejo reposar por 10 min a temperatura ambiente, 30 min en
un bafio de agua con sonicacion a 60°C y la absorbancia se midié a 490 nm en el
espectrofotometro (Varian Cary 50 Bio UV/Visible, Modelo: Cary 50 Conc — 10069600, Varian

Australia). Las muestras se realizaron por triplicado.

Cenizas

El contenido de cenizas en la lignina se determiné utilizando el método estandar T 413 de la
TAPPI. Este método es adecuado para determinar las cenizas de madera, pasta de papel, papel,
carton y residuos agricolas. Se pesaron 700 mg de lignina y se colocaron en crisoles
previamente pesados y se pusieron en una mufla a 900°C durante 6 h. El contenido de cenizas

se determind por diferencia de peso. Todos los analisis de realizaron por duplicado.

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR por sus siglas en inglés) fue
utilizada como un método para la identificacion molecular de la lignina extraida con la mezcla
de solventes organicos. Para obtener los espectros de lignina se us6 un espectrémetro (Marca
Perkin-Elmer espectrum GX, Perkin-Elmer Life, y Analytical Sciences Inc., Waltham, MA).
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Muestras de 1 mg de lignina fueron mezcladas con KBr (Aldrich Chemicals, Milwaukee, WI) y
se prensaron hasta obtener pellets delgados y transparentes. Las sefiales de FT-IR se
recolectaron en un rango de 4000 y 400 cm™ y se registraron en el modo de transmitancia como

funcién del nimero de onda.

Disefio de Experimentos y Anélisis Estadistico

Se utilizé un disefio de experimentos completamente al azar de dos factores, los cuales son el
tamarfio de particula de la paja con tres niveles (tamafio grueso, mediano o fino) y la extraccién
de los compuestos lipofilicos (muestra con grasa 0 muestra sin grasa). A los datos se les realizo
un analisis de varianza y una comparacion de medias por el método de Tuckey con un nivel de

confiabilidad del 95%, utilizando el paquete estadistico XLstat.
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Modificacion de Lignina

Materia Prima

Se utilizé lignina de paja de trigo cristalino la cual se extrajo utilizando una mezcla de solventes

organicos (ver apartado extraccion de lignina).

Enzimas

Dos enzimas lacasas, una obtenida del hongo Trametes versicolor y otra obtenida de la planta
de laca Rhus vernicifera (Sigma-Aldrich) se utilizaron para llevar acabo la modificacion de
lignina. Las enzimas se mantuvieron almacenadas a -20°C antes de los experimentos de

polimerizacion.

Reaccion de Polimerizacion

La reaccion se llevo a cabo en tubos de 15 ml, siendo el volumen final 5 ml en todos los casos.
Se prepararon 5 ml de una solucién reguladora-enzima, solucion reguladora de acetato de sodio
0.2 M, pH 5.0 para Trametes versicolor y una solucion reguladora Tris 0.2 M, pH 7.5 para Rhus
vernicifera. Muestras de 100 mg de lignina se utilizaron como sustrato, dos concentraciones de
la enzima (correspondientes a 100 y 200 U/5ml) y dos temperaturas 40°C y 25°C se pusieron a
prueba. En el experimento se us6 un control, el cual fue preparado en condiciones idénticas a

las descritas, con la diferencia que no se afiadié la enzima.
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Caracterizacion de la Lignina Modificada

Masa Molecular

La lignina tratada enziméaticamente fue analizada usando técnicas de cromatografia de alta
resolucion (HPLC). La masa molecular de la lignina tratada con las enzimas fue estimada
utilizando cromatografia liquida de alta presion HPLC-SEC (por sus siglas en inglés). Para esto
se utilizé un equipo (Marca Agilent 1260 Infinity Quaternary LC System, modelo 240, EE.UU),
con un detector de arreglo de diodos (Agilent 1260 Infinity) y una columna (Marca TSK-GEL
Alpha-400, Stuttgart, Alemania). Como fase mavil se usd dimetilformamida con cloruro de
litio 0.1 M, a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La temperatura de la columna se mantuvo a
40°C durante toda la corrida y la longitud de onda de deteccion fue de 280 nm. Ademas, se
utilizaron estandares de poliestireno (Sigma-Aldrich) con un peso molecular desde 70,000 a 266

g/mol para calibrar el equipo.

La preparacion de las muestras para el analisis cromatogréfico se realizé colocando 50 mg de
lignina en microtubos a la cual se agreg6 1 ml de dimetilformamida/LiCl 0.1 M. Posteriormente
las muestras se agitaron durante 30 min, se centrifugaron a 10,000 g por 15 min (Marca Thermo
scientific heraeus biofuge primo R by Thermo Scientific), la parte soluble se decanté en
microtubos los cuales se centrifugaron nuevamente a 15,000 g por 20 min. La fraccion soluble

de la lignina se coloco en viales para su analisis en el sistema de HPLC-SEC.
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Preparacion y Caracterizacion de las Peliculas de almidon y Lignina

Materia Prima

Para la preparacion de las peliculas se utiliz6 almidén de trigo cristalino (Triticum durum),

variedad Jupare, cultivado en el valle del Yaqui, en el estado de Sonora, ciclo 2008-2009.

Extraccion y Purificacion del Almidén

En la Figura 8 se presenta el diagrama de flujo de la molienda humeda de trigo cristalino
(Triticum durum). La extraccion y purificacion del almiddn, se realizé por el método reportado
por Vansteeland & Delcour (1999) con modificaciones. Las modificaciones se realizaron para
aumentar el rendimiento de la obtencién de almidon y disminuir el tiempo de extraccion. 1 kg
de trigo limpio y colocd en un vaso de precipitado, se le agregdé una solucion de bisulfito de
sodio (NaHSO3) al 0.24% (p/v) en una proporcion de 1:3 y se dejo reposar 12 h a 25°C. Después
la solucion de bisulfito se decantd y el grano se maceré en un molino de piedras (Marca

Hermanos Nolasco, Puebla).

Las medidas de las piedras fueron 12.5 cm de diametro y 7 cm de ancho, se us6 una abertura
entre piedras de 19 cuerdas (vueltas al tornillo). La mezcla de fracciones resultante de la
molienda se separ6 por tamizado en himedo empleando un tamizador con movimiento orbital

(Marca Retsch As 200, Haan, Alemania), con 4 tamafios de malla 425, 180, 63 y 45 um.

El almiddn se obtuvo en una solucién acuosa debido a los lavados con agua destilada que se
realizaron en el tamizado en himedo. La solucion de almidon se dejo sedimentar durante 24 h

agregando 10% de metanol.
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Figura 8. Diagrama de flujo de la molienda humeda de trigo cristalino.
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Para la purificacion del almiddn, la solucion que se obtuvo por tamizado en himedo se
centrifugd a 1500 g durante 20 min a 4°C, el sobrenadante se descartd y este paso se repitio
hasta que el sobrenadante no fue visible. Después el almidon fue suspendido en una solucion
de metanol al 80%, agitandose por 2 h en un agitador orbital (Marca Stovall, Modelo
BDRAA1158, E.U.A). Posteriormente el almidon se lavo 3 veces con metanol al 80% vy se
recupero usando filtros de 10-15 pum, se llevd a sequedad a temperatura ambiente durante 24 h.
Finalmente el almiddn en polvo, se guardd en frascos de polietileno para evitar el contacto con

la humedad del ambiente.

Preparacion de las Peliculas de Almidon-Lignina

Las peliculas se prepararon por el método de evaporacion de solventes reportado por Chung &
Lai (2005). Se prepar6 una solucién acuosa de almidén de trigo (3%, p/v) y se calenté a 80°C
durante 1 h en un bafio de agua con agitacion. La solucion se coloc6 en una olla de presion a
120°C durante 20 min y después se enfrio hasta 60°C. Como plastificante se utilizé glicerol en
un peso equivalente al 40% (p/p, con base en el contenido de almidén). La mezcla se
homogeneiz6 inmediatamente por agitacion durante 10 minutos. Aproximadamente 6 g de la
solucién formadora de las peliculas se vertio en una placa de Petri (6 cm de diametro). Cada
solucidn se distribuy6 uniformemente en las placas de Petri y se llevaron a sequedad a 60°C
durante 8 horas. Después del secado, las peliculas se acondicionaron a una humedad relativa
del 57% (HR) durante 72 horas a temperatura ambiente, el porcentaje de HR se obtuvo con una

solucién de bromuro de sodio saturada.

54



Para incorporar la lignina en la solucion formadora de pelicula muestras de 100 mg de lignina
en polvo se disolvieron en metanol a temperatura ambiente, se agitaron en un vortex durante 30
min y se centrifugaron a 15,000 g durante 15 minutos. La lignina soluble en alcohol (LSA) se
separ0 de la lignina insoluble por decantacién y se incorporé en la solucion formadora de
pelicula en proporciones de 5, 10, y 20% (p/v, basado en el contenido de almidon). La LSA fue
incorporada en forma de una solucién en la que el metanol actu6 como un compatibilizante del
almidon vy la lignina. Después de la distribucion homogénea, alcohol se evapor6 bajo altas

temperaturas.

Caracterizacion de las Peliculas

Espesor
El espesor de las peliculas se midié usando un micrometro de mano (Dial 7305; Co Mitutoyo,
Tokio, Japon). El espesor se midi6 en cada pelicula en lugares seleccionados al azar (n = 10) y

se registraron los valores promedios.

Color

El color de las peliculas se midi6 utilizando un colorimetro Hunter Lab (Espectrofotometro
Minolta CM-3500d, Minolta Co. Ltd, Osaka, Japén). Antes del analisis el colorimetro fue
calibrado con dos estandares (blanco y negro). Las mediciones de color se obtuvieron por en
tres posiciones aleatorias, incluyendo el centro de las peliculas. Se utilizo la escala de color de
L ay b, donde los valores maximos y minimos de L * son 100 y 0, respectivamente. Para los
parametros de cromaticidad, valores positivo de a* indican rojo, valores negativo de a* indican

verde, mientras valores positivo de b* indican amarillo y valores negativo de b* indican azul.
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Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La morfologia de las peliculas fue observada utilizando un microscopio electrénico de barrido
(JEOL JSM-5800 LV, Tokio, Japon) equipado con un detector para electrones secundarios y
retrodispersos a una aceleracion del voltaje de 15 kV. Antes de la evaluacion las peliculas

fueron recubiertas con oro.

Propiedades Mecéanicas

La mediciones de las propiedades mecanicas de las peliculas se llevaron a cabo en un analizador
mecanico dinamico (DMA) RSA |1l de TA Instruments. Las peliculas se mantuvieron a una
humedad relativa de 57% durante 48 horas antes de ser sometidas a pruebas de esfuerzo-
deformacion. Las pruebas se realizaron a una temperatura constante de 25°C y las dimensiones
de las muestras fueron 7 mm de ancho x 5 cm de largo. Se registraron los valores promedio de
al menos tres muestras de cada tipo de pelicula. Las propiedades mecanicas evaluadas fueron el

esfuerzo a la tension, la elongacion al quiebre y el modulo de Young.

Espectroscopia Infrarroja con Reflectancia Total Atenuada

La espectroscopia IR se realizo utilizando un espectrometro (Perkin EImer® Spectrum Sistem
GX FTIR). Los espectros fueron obtenidos usando un accesorio de reflectancia total atenuada
(ATR) (Smiths, modelo de Quest) con una ventana de diamantes de rebote. El andlisis de ATR
se realizo entre 4000 y 400 cm™. Un total de 10 exploraciones acumulativas se obtuvieron a

una resolucién de 4 cm™.
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Caracterizacion Térmica

El analisis termogravimétricos (TGA, por sus siglas en inglés) se llevé a cabo para estudiar las
caracteristicas de degradacion de las peliculas de almidon y lignina. Estas determinaciones se
realizaron en un equipo TGA (TA STD Q500 New Castle, DE EE.UU.). Las muestras (10 mg)
fueron calentadas a 800°C a una velocidad de 5°C/miny como gas de puga se utilizo6 aire a una

velocidad de flujo de 60 ml/min.

Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante de las peliculas se determind usando un método espectroscépico el
cual se basa en la desaparicion de la banda de absorcion de radical libre (DPPH) tras la reduccion
por un compuesto antiradical (Brandwilliams et al., 1995). Este método es adecuado para
determinar la actividad antioxidante de muestras alimenticias, por este motivo se adaptaron las
modificaciones hechas para el analisis de peliculas reportada por Domerek et al. (2013).
Muestras de 500 mg de peliculas que contenian 5, 10, y 20% de lignina soluble en metanol se
colocaron en 10 ml de metanol acuoso, se agitaron durante 2 horas a temperatura ambiente y se
almacenaron en la oscuridad durante 12 horas a -20°C. Después la parte soluble se separé de lo
insoluble en metanol, utilizando la parte soluble (extracto) para determinar la actividad
antioxidante. Los extractos obtenidos se centrifugaron a 2790 g durante 10 min. Se afiadieron
10 ml de metanol a cada muestra y se agitaron durante 10 min a temperatura ambiente y
centrifugacion a 2790 g durante 10 min. Los extractos se obtenidos en la primera y segunda
extraccion se combinaron. Finalmente, se afiadieron 3,900 ul de solucion de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH, por sus siglas en inglés) recién preparada a 100 ul de cada extracto, se
mezclaron y se incubaron durante 60 min en la oscuridad. De las muestras resultantes se

colocaron 100 pl en microplacas y se midio la absorbancia a 515 nm utilizando un
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espectrofotometro de microplacas XMark ™ (Bio-Rad Hercules, CA, EE.UU.). Todas las
pruebas se realizaron por triplicado y la actividad antioxidante se expresé como el porcentaje

de inhibicion radical libre de la muestra.

Solubilidad en Agua

La solubilidad en agua de las peliculas se determiné siguiendo el procedimiento de Laohakunjit
y Noomhorn (2004). Muestras de aproximadamente 60 mg de cada pelicula se colocaron en 6
ml de agua destilada y se agitaron durante 30 min a temperatura ambiente. Después la solucion
se centrifugd a 3000 g (Clay Adams DYNAC 420101, Maryland, EE.UU.) durante 15 min. El
sobrenadante se extrajo y se secO en una estufa a 80°C durante 8 horas. El peso de la materia

seca solubilizada se calculé como el porcentaje de solubilidad en el agua de las peliculas.

Disefio de Experimentos y Anélisis Estadistico

Se utiliz6 un disefio de experimentos completamente al azar con tres niveles (5%, 10% y 20%
de lignina), y a los datos se les realizé un anélisis de varianza y una comparacion de medias por
el método de Tuckey con un nivel de confiabilidad del 95%, utilizando el paquete estadistico

SAS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion de la Paja de Trigo
La composicion obtenida de la paja de trigo cristalino utilizada en este estudio se muestra en la
Tabla 5. El contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina estuvo dentro de los rangos reportados

anteriormente en investigaciones sobre paja de trigo (Tabla 1).

Efecto del Tamafio de Particula y la Separaciéon de Compuestos Extraibles en la

Recuperacion de Lignina

Los compuestos extraibles, son un grupo heterogéneo de sustancias que pueden ser extraidas
con solventes como acetona, diclorometano, hexano y etanol. Los principales compuestos
extraibles son resinas acidas, triglicéridos, triglicéridos, acidos grasos, compuestos neutrales
como alcoholes acidos, esteroles y una variedad de compuestos fenolicos (Sithole 1992). Las
plantas gramineas y pajas tienen sus hojas y tallos cubiertas con particulas cerosas
semicristalinas. Estas ceras son alcanos de cadena larga, esteres y alcoholes cerosos, junto con
una considerable cantidad de acidos grasos libres. Ademas, existen estudios donde se ha
publicado que la composicién quimica de compuestos extraibles de la paja de trigo contiene
compuestos fenolicos (Juniper 1979). Para la extraccion de lignina se ha reportado que dar un
tratamiento de desgrasado para remover los compuestos extraibles de la paja es importante para
obtenerla con pureza alta. El efecto del tamafio de particula y la remocién de compuestos
extraibles en la recuperacion de los principales polimeros de paja de trigo usando solventes

organicos se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 5. Composicién quimica de la paja de trigo (Triticum durum).

Componente Contenido (%)
Extraibles 1.92+0.554
Celulosa 38.2+0.02
Hemicelulosa 35.5+0.03
Lignina 14.1+0.08
Cenizas 5.9+0.23

ALos valores corresponden a las medias * la desviacion estandar de
tres mediciones, n=3, base seca.



Tabla 6. Efecto del tamano de particula y desgrasado en la recuperacion de los principales

polimeros de la paja de trigo usando solventes organicos.

No desgrasado Desgrasado
Tamanio Celulosa  Hemicelulosa Lignina Celulosa Hemicelulosa Lignina
de
(jum)

425 73640457  2.120.17°  23.5+0.12°  73.840.07° 1.9+0.023°  11.4+0.11°
180 71.840.02°  2.040.14°  25.840.10°  72.340.02"  2.5+0.006"  11.5+0.11°
63 70.6+0.22" 43+032°  21.9+0.10°  71.8+0.09"° 2.9+0.006°  11.0£0.23"

AMedias + la desviacion estandar; n=3, base seca.
B Letras diferentes dentro de cada columna y para cada tratamiento, indican diferencias significativas (P < 0.05).
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No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de celulosa recuperada al variar el
tamafio de particula y tampoco por el tratamientos de desgrasado de la paja de trigo. Para la
hemicelulosa en la fraccion de tamaiio de particula mas fino (63 wm) aumento la recuperacion
de este polimero. En el caso de la lignina tuvo un rendimiento de recuperacion general variando

desde 21.9-23.5%.

Los resultados de la recuperacion de celulosa nos indican que bajo las condiciones de este
experimento no hubo degradacion significativa este polimero, que es algo que caracteriza al
método organosolv. En la hemicelulosa, no se observaron diferencias significativas en los
tamafios de particula de 425 y 180 um, sin embargo, en la paja con tamano de particula de 63
um se duplico el porcentaje de recuperacion de este polimero; podria asumirse que tamanos de

particula mas finos liberan mas facilmente a este heteropolimero.

Para la lignina, el tamafio de particula no tuvo efecto en el porcentaje de extraccion, mientras
que el tratamiento de desgrasado disminuyo significativamente su extraccion. Ha sido reportado
que la partes exteriores de 10s tallos y hojas de las pajas de cereales son un disefio de estructura
de multiples capas. En la capa superior contienen una cuticula, la cual es una membrana no
celular continua que cubre las paredes epidérmicas. Esta cuticula es generalmente de 1 micra de
grosor y contiene una capa de cera en forma de pelicula delgada. En esta cuticula se encuentran
los compuestos extraibles, combinados con compuestos fendlicos como el acido fertlico y el
acido p-cumarico, ambos pueden ser liberados durante la extraccion con Soxhlet. La
disminucion de la cantidad de lignina obtenida de la paja que fue desgrasada puede ser atribuida
a que el tratamiento para remover los compuestos extraibles fue exhaustivo, removiendo

también cantidades considerables de compuesto fenolicos.
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Solubilidad de la Lignina
La heterogeneidad quimica de la lignina, incluyendo las diferencias en la estructura quimica de
la macromolécula de lignina y la funcionalidad dada por la distribucion de la masa molecular

(Bikova, et al. 2004), disminuyen drasticamente su aplicabilidad.

Recientemente se demostré que la separacion de la lignina de paja de trigo con solventes
orgénicos de polaridad diferentes produce la separacion de los productos mas homogéneos
(Arshanitsa et al 2013; Ma et al 2013). El fraccionar la lignina con solventes organicos es muy
atractivo debido a la oportunidad de obtener fracciones de lignina con diferentes polaridades,
mas homogénea y mas soluble (Ropponen et al. 2011), que son los principales inconveniente de

la mayoria de aplicaciones de lignina (Pouteau et al., 2005; Brodin et al. 2010).

La solubilidad de la lignina organosolv extraida de paja de trigo con una mezcla de solventes
organicos se muestran en la Tabla 7. De manera general todos los solventes utilizados en este
estudio tuvieron la capacidad de solubilizar una cierta cantidad de la lignina a temperatura
ambiente. La lignina tuvo mayor solubilidad en la mezcla de acido acético-acido férmico-agua,
asi como el acido acético y el acido férmico de manera separada, con valores de solubilidad
87.7,79.7y 76%. Por el contrario, la lignina fue menos soluble en acetona, el tetrahidrofurano
(THF) y el 1-4 dioxano, mostrando valores de solubilidad de 7.1, 5.2 y 3.0% respectivamente.
Se ha reportado que la dimetilformamida (DMF) como solvente de lignina puede causar
agregacion molecular; sin embargo, pequefias concentraciones de cloruro de litio (LIiCl) o
bromuro de litio (LiBr), en solventes moderadamente polares puede mejorar la solubilidad de la

lignina (Connors et al. 1980).
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Tabla 7. Solubilidad de lignina de paja de trigo.

Solvente Solubilidad
(%)

Acido acético/acido formico/agua®  87.7+0.4°
Acido acético 79.740.2
Acido férmico 76.0+ 0.6
DMF/LICI 0.2 M 754+ 04
DMSO°¢ 62.7£ 0.6
Metanol 48.6+0.8
DMF 35.0+0.001
Etanol 26.9+0.4
THF/LICI0.2 M 19.3+ 0.3
Acetona 7.1+0.2
THF 5.2+£0.04
1-4 Dioxano 3.0+£0.001

ALos valores corresponden a las medias + la desviacion
estandar de tres mediciones. ®°Concentracion de acido acético,
acido formico y agua (60:30:10 v/v/v).cAbreviaturas.
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En nuestro estudio, la adicién de cloruro de litio aumento ligeramente la solubilidad de la lignina
en DMF y THF. Este comportamiento sugiere que el cloruro de litio puede actuar como un
moderador de la polaridad de ciertos solventes por el aumento de la capacidad para formar
enlaces de hidrégeno con solventes moderadamente polares como el tetrahidrofurano (Quesada-
Medina et al. 2010). Ademas, el ion litio reduce las fuerzas de asociacion entre las moléculas

de lignina en dimetilformamida.

Majcherczyk y Hittermann (1997) reportaron que la diferencia en la solubilidad de la lignina
puede verse afectada por factores como la fuente boténica, el proceso de extraccion, los grupos
funcionales y la masa molecular. Ademas, estos autores mencionaron que una mezcla de
solventes es més eficaz para solubilizar la lignina que un solo solvente. Los solventes que fueron
utilizados para solubilizar la lignina organosolv de paja de trigo estaban en una escala de
polaridad de moderadamente polar (acetona, 1-4 dioxano y THF) a altamente polar (DMF LiCl
0.2 M, acético, y acido formico). Los solventes muy polares como los &cidos carboxilicos y
amidas fueron capaces de solubilizar gran porcentaje de la lignina, mientras solventes como el
THF y 1-4 dioxano fueron menos eficaces. De acuerdo a Evstigneev (2011) la solubilidad de
la lignina en solventes organicos se determina por la relacion entre el nimero de grupos
hidroxilos fendlicos y el nimero de unidades de fenilpropano en la macromolécula. La
capacidad de solubilizacion de la lignina se rige por las interacciones en las que los enlaces de

hidrégeno estan involucradas.
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Masa Molecular

La ligninas de tipo organosolv tienen una masa molecular y polidispersidad generalmente baja
en comparacion con otros tipos de lignina (Gosselink et al., 2004). Para la lignina, la
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) proporciona principalmente valores de masa
molar relativa, ya que la masa molar absoluta de la lignina determinada por SEC depende de la
configuracién utilizada (Gosselink et al., 2004), la forma en que esta empacada la columna, asi

como en los métodos de calibracién y los calculo aplicados (Montiel-Rivera et al. 2013).

La lignina estd compuesta por polimeros de diversos tamafios moleculares. Estos polimeros o
u oligdbmeros pueden separarse de acuerdo a su solubilidad en ciertos solventes. EIl peso
molecular de esas fracciones determina en gran medida la aplicacién de la lignina. La
distribucion molecular relativa de la lignina organosolv se muestra en la Tabla 8. La lignina
present6 un peso molecular promedio de 1057 hasta 9065 g mol™ y una polidispersidad amplia.
Las ligninas solubilizadas usando &cido acético y DMF con LiCl presentaron el mayor peso
molecular y polidispersidad, por el contrario la lignina solubilizada en acetona, THF tuvieron

los valores de peso molecular y polidispersidad bajos.

La lignina disuelta con 1-4 dioxano y la mezcla de disolventes organicos presento
polidispersidad baja, esto podria deberse a que las cadenas del polimero de lignina tienen
longitudes uniformes en estos disolventes. En contraste, los acidos organicos y amida fueron
capaces de solubilizar una gama amplia de tamarios moleculares de lignina. La discrepancia
entre la solubilidad y peso molecular se pueden justificar debido a que el anélisis de solubilidad
de lignina se llevo a cabo a temperatura ambiente (25°C) y la distribucidn de peso molecular se

midi6 a 40°C.
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Tabla 8. Peso molecular promedio en peso, peso molecular promedio en nimero y
polidispersidad de lignina organosolv.

Solvente Peso molecular Peso molecular Polidispersidad
promedio promedio en
namero
(g mol?)
(g mol?)

Acido acético/acido

formico/agua® 2296 1274 1.8
Acido acético 9065 1594 5.6
Acido férmico 2880 1110 2.5
DMSOP 2501 839 2.9
Metanol 2813 528 53
DMF/LiCI 0.2 M 8699 907 9.5
DMF 5743 1024 5.6
Etanol 1831 247 7.4
THF/LIClI 0.2 M 2093 548 3.7
Acetona 1057 711 14
THF 2033 1034 2.0
1-4 Dioxano 2388 1287 1.8

aConcentracion de &cido acético, acido formico y agua (60:30:10 v/v/v). PAbreviaturas.
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La temperatura puede haber favorecido la ruptura de enlaces de hidrogeno, lo que facilitd la
solubilizacion de la lignina incluso en solventes con polaridad moderada. Basandose en las
curvas de la SEC, la lignina que fue solubilizada en DMF y THF mostro diferentes perfiles de
distribucion de pesos moleculares. El perfil cromatogréafico de la lignina disueltaen THF y DMF
con y sin LiCl se muestra en la Figura 9. En ambos casos, la adicion de LiCl aumenta la
solubilidad. EI Mw de DMF lignina disuelta era 5743 g mol™ y se observé un ligero aumento
cuando se afiadié LiCl. Parece que LiCl tenia mas efecto en el disolvente polar y permitio la
liberacion de moléculas de mayor peso molecular. Para THF, se observd el comportamiento
apropiado, THF con LiCl liberado fracciones de lignina de peso molecular mas bajo, y se

observo un aumento en la polidispersidad.

Carbohidratos Totales y Ceniza

El proceso organosolv se caracteriza por la produccion de lignina con una pureza mayor a las
ligninas obtenidas por otros métodos de extraccion (Pye & Lora 1991). Sin embargo, este tipo
de lignina conteniente impurezas como carbohidratos y cenizas. El contenido de carbohidratos

totales y cenizas en la lignina organosolv de paja de trigo se muestran en la Tabla 9.

La cantidad de carbohidratos totales encontrada en la lignina fue de 0.11%. Los carbohidratos
presentes en lignina pueden originarse a partir de polisacaridos unidos covalentemente a la
lignina en la paja de trigo. En la literatura, la formacion de enlaces covalentes entre la lignina

y la hemicelulosa han sido ampliamente discutidos (Monteil-Rivera et al., 2013; Sun, 2010).
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Figura 9. Distribucién de peso molecular de la lignina solubilizada en DMF y THF (A1) DMF,
(A2) DMF con LiCl 0.2 M, (B1) THF y (B2) THF con LiCIl 0.2 M.
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Tabla 9. Carbohidratos totales y ceniza en lignina de paja de trigo obtenida a través de proceso

organosolv.

Muestra Carbohidratos Cenizas
Totales (%) (%)
Lignina 0.11+0.01A 1.7+0.006

ALos valores corresponden a las medias + la desviacion estandar de tres
mediciones.
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El contenido de carbohidratos en la lignina organosolv de varias materias primas ha sido
reportado desde 0.32 hasta 9.0% (Gosselink et al. 2004; Cybulska et al. 2012; Montiel-Rivera
et al. 2013). Valores de 1% de carbohidratos fueron reportados por Huijgen et al. (2014) en
lignina de paja de trigo extraida usando un proceso organosolv, donde se utilizo etanol como
solvente de extraccion. En nuestro estudio los carbohidratos fueron removidos por
sedimentacion en alcohol y separados de la lignina por filtrado. Las impurezas de tipo
carbohidrato son producto de la condensacion de lignina con derivados de la hemicelulosa

formados durante su descomposicion térmica como furfural e hidroximetilfurfural.

Por otro lado, los residuos de cultivos agricolas se caracterizan por contener altas cantidades de
ceniza (Eroglu & Deniz 1993). En general, el contenido de cenizas en fibras agricolas se

encuentra entre 1-20% y la paja de trigo contiene aproximadamente 5.9% de cenizas (Sun 2010).

Como se muestra en la Tabla 9, el contenido de cenizas de la lignina organosolv fue del 1.7%.
Este valor fue méas bajo que el obtenido para lignina organosolv de paja de centeno (2.8%)
reportado por Wormeyer et al. (2011). Los componentes minoritarios, como los carbohidratos,
ceniza y compuestos extraibles deben ser removidos en aplicaciones que demandan alta pureza.
Las impurezas en la lignina pueden causar la formacion de compuestos indeseables que pueden
contribuir al deterioro de las propiedades de los productos obtenidos a base de lignina (Vishtal
& Kraslawski 2011). Wormeyer et al. (2011), menciona que valores menores de hasta un 3% de

cenizas en lignina permite su aplicacion en la fabricacion de materiales

La ultraestructura de la paja de trigo es mas complicada que la de la madera y que en ella se
pueden observan diferentes tipos de células y elementos, incluyendo fibras de refuerzo, células

de parénquima, células epidérmicas y células especiales con depdsitos de silice. Finalmente,
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Wormeyer et al. (2011), menciona que valores menores a 2.8% de cenizas en lignina permite su

aplicacion en la fabricacion de materiales.

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia de infrarrojo FT-IR es una técnica no destructiva para estudiar las propiedades
fisicoquimicas de los materiales lignocelul6sicos (Almedar & Sain, 2008). La Figura 10 exhibe
las principales bandas de infrarrojo presentes en la lignina extraida con solventes organicos. El
espectro de infrarrojo para la lignina mostré varios picos en la region ~1800-1000 cm™. Una
banda de baja intensidad ~2800 cm™ fue atribuida al estiramiento de los enlaces C-H en los
grupos metilo de la lignina. Las vibraciones del esqueleto aromatico aparecieron a 1610, 1510
y 1460 cm™. La banda a los 1720 cm™ es atribuida al grupo carbonilo, que incluye cetonas no

conjugadas y estiramiento de grupos carbonilos.

Una pequefia banda aparecié a 1648 cm™ es atribuido al estiramiento de grupos carbonilos
conjugados. La aparicion de estas bandas indica que existe un grado de oxidacién en la
estructura de la lignina durante tratamiento con acidos organicos. La intensidad de la banda a
1374 cm*indica que la oxidacion ocurre mayormente en la posicion gama en la cadena lateral

de lignina durante el tratamiento con acidos organicos (Xu, et al., 2006).

Propiedades Térmicas

La investigacion de las propiedades térmicas de la lignina es importante para evaluar su
aplicacion en el procesamiento de biomateriales en los cuales los procesos alcanzan
temperaturas por encima de 200°C. La descomposicion térmica y la temperatura de transicion

vitrea (Tg, por sus siglas en inglés) de la lignina se investigaron utilizando analisis térmicos.
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De todos los componentes de la lignocelulosa, la lignina es el mas termoestable debido a su
estructura inherente, anillos aromaticos y las numerosas ramificaciones que presenta (Alriols et
al. 2010). El estudio termogravimétrico de la lignina se baso en el analisis de la pérdida de peso

en funcion de la temperatura.

Los resultados obtenidos de los anélisis termogravimétricos se muestran en la Figura 11. La
primera pérdida de peso se registro alrededor de los 80°C, la cual fue atribuida a la evaporacion
de agua y compuestos volatiles o solventes residuales (Alriols et al. 2010). A 80°C se tuvo una
pérdida de un 15% en peso. La segunda perdida en peso se detectd entre los 150-200°C el cual
puede ser atribuido a la descomposicion térmica de los restos de hemicelulosa que contenia la
muestra. La degradacion térmica de los componentes quimicos de la lignina inici6 a los 300°C
y la descomposicion de los anillos aromaticos de lignina se produjo entre 400 y 600°C (Sun, et
al. 2001). Finalmente, cerca de 1000°C, se obtuvo un residuo carbonoso de alrededor de un 3%
en peso, el cual pudiera estar asociado con los restos de cenizas. La degradacion térmica de la
lignina de paja de trigo se produjo lentamente en una amplia gama de temperaturas (desde
temperatura ambiente hasta 900°C), con una tasa de pérdida de masa maxima entre 300 y 600°C

(Garcia et al. 2011).

La Tg de la lignina refleja la movilidad de los segmentos de las cadenas poliméricas de lignina
por el tratamiento térmico y depende de muchos factores, incluyendo la distribucion de la masa
molar, grado de entrecruzamiento, enlaces de hidrogeno y la presencia de segmentos de lignina
de bajo peso molecular que actian como un plastificante que aumenta el volumen libre de

polimero (Dence & Lin 1992; EI Mansouri et al. 2011).
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Las condiciones del proceso organosolv aplicadas en ese estudio fueron capaces de producir
lignina con una alta estabilidad térmica. Estas caracteristicas convierten a la lignina en un

polimero muy atractivo como material de refuerzo de biocompositos.

En este estudio, la Tg (Tg, temperatura de transicion vitrea) de la lignina de paja de trigo se
presentO alrededor de los 90°C. De acuerdo con trabajos previos (Glasser, et al., 1993), los
valores de Tg son generalmente mas altos en ligninas de plantas coniferas y frondosas que para
lignina de plantas herbaceas. EIl valor de Tg obtenidos en este estudio fue de comdn acuerdo
con los reportados para diferentes ligninas con valores de Tg entre 90 y 180°C (Feldman et al.,

2001; Tejado et al., 2007).

Polimerizacion Enzimatica de Lignina

Peso Molecular de la Lignina Tratada con Enzimas Lacasas

Los perfiles cromatograficos de la lignina tratada con la enzima lacasa de R. vernicifera se
muestran en las Figuras 12 y 13. Los resultados muestran perfiles de elucion similares tanto
para la lignina nativa, el control, como la lignina tratada con actividades de 100 y 200 U de la
enzima a 25 y 40°C. Para la enzima lacasa R. vernicifera la concentracion de la enzima y la
temperatura no mostraron efectos en la polimerizacion de lignina. Varios estudios se han
enfocado en analizar la influencia de la temperatura en el desempefio de enzimas
oxidoreductasas para catalizar la polimerizacion de compuestos fenolicos (Aktas, 2005; Aktas

et al., 2000; Aktas et al., 2003).
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Figura 12. Efecto de la concentracion de la enzima en la polimerizacion de lignina (R.

vernicifera, actividad de 100 y 200 U).

77



| | |
43500 27500 266 Da

m=  Lignina nativa

e LSM (Control ) 40 =C

R Vernicifera 25° C (200 L)
. Vernicifera 40°C (200 1)

17.003

0 10 20

Tiempo de elucion (min)

Figura 13. Efecto de la temperatura en la polimerizacion de lignina (R. vernicifera, actividad
de 200 U).
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A través de esos estudios se ha demostrado que la temperatura afecta la actividad de la enzima
lacasa, la velocidad de conversion, la estabilidad y la actividad de los compuestos fendlicos.
Ademas de la temperatura, existen varios factores que juegan un rol importante en la
polimerizacion de lignina por ejemplo la naturaleza de la enzima, la pureza del sustrato, el pH,
el solvente, la solubilidad de la muestra y el potencial redox de la enzima (Munk, et al., 2015).
Areskog, et al. (2010a) reportaron que el factor mas importante para lograr la polimerizacion

enzimatica de lignosulfonatos es la concentracion del lignosulfonato.

Por otro lado el perfil cromatografico de la lignina tratada con la enzima lacasa de T. versicolor
se muestra en la Figura 14. Los resultados muestran que la concentracion de la enzima (100 y
200 U/ml) no tuvo efecto en la polimerizacion de la lignina. En la Figura 15 se puede ver como
se sobreponen las lineas que representan la concentracion de la enzima. En la Figura 16 se
muestra el efecto de la temperatura en la polimerizacién de la lignina usando la enzima lacasa
de T. versicolor. En esta figura se observa una disminucion del tiempo de retencion en el
tratamiento donde se usé temperatura de 40 °C. Esto sugiere que la actividad de la enzima T.
versicolor se ve favorecida por la temperatura, independientemente de la concentracion de la
enzima. La temperatura dptima para que T. versicolor catalice la polimerizacion oxidativa de
compuestos fendlicos se encuentra entre 25 y 50°C (Baldrian, 2006). Gouveia et al. (2013)
mencionaron que la temperatura aumenta la actividad de la enzima lacasa pero solo en cierto
grado. Por su parte, Moya et al. (2011) reportan que los resultados obtenidos con la enzima

lacasas de Trametes hirsuta fueron similares a 30 y 50°C.
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Figura 14. Efecto de la concentracion de la enzima en la polimerizacién de lignina (T.

versicolor, actividad de 100 y 200 U).
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Finalmente, en la Figura 15 se muestra el efecto del tipo de enzima en la polimerizacion
oxidativa de lignina. En esta figura se observa que T. versicolor a 40°C sin importar la
concentracion de la enzima demuestra ser mas eficiente para inducir la polimerizacién oxidativa
de lignina que R. vernicifera. En este estudio el nulo efecto de R. vernicifera en la
polimerizacion de lignina puede ser atribuido a su bajo potencial redox de 430 mV (Alcalde,
2007). Por su parte la enzima lacasa de T. versicolor presenta un potencial redox mas elevado
gue R. vernicifera, siendo este 790 mv (Alcalde, 2007). Areskog et al. (2010) reportaron que
el éxito en la polimerizacion de lignosulfonatos fue debido a las propiedades cataliticas de la

enzima (potencial redox) y no por otros factores como el pH.

Existen varios factores que han sido identificados como claves para lograr un incremento
molecular de la lignina. De todos ellos el tiempo de reaccién, el potencial redox y el contenido
de grupos fendlicos son los mas importantes. Con frecuencia, los sustratos de interés no pueden
ser oxidados directamente por lacasas, ya sea porque son demasiado grandes para penetrar en el
sitio activo de la enzima o porque tienen un potencial redox particularmente bajo (Riva, 2006).
Es posible superar esta limitacion, con la adicion de los mediadores quimicos que actian como
un transportador de electrones entre la lacasa y el sustrato (Munk, et al., 2015). Asi, el sistema
lacasa-mediador se convierte en un catalizador méas fuerte que la lacasa sola mediante la

expansion de la capacidad de oxidacion de la enzima.
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Caracterizacion de las Peliculas

Grosor y Propiedades de Color
Los valores promedio del grosor estuvieron entre 0.07 y 0.09 mm, la incorporacion de lignina

soluble metanol no afecto el espesor de las peliculas.

El efecto de la incorporacion de distintas cantidades de lignina soluble en metanol sobre los
parametros de color (L, a* y b*) se muestran en la Tabla 10. De acuerdo con la Comision
Internacional de lluminacion (CIE) el parametro L es el componente de la luminosidad, el cual
va de 0 (negro) a 100 (blanco) y los pardmetros a* (de verde a rojo) y b* (de azul a amarillo)
son los dos componentes cromaticos que van de -120 a 120 (Yam et al., 2004). En este estudio,
las peliculas de almidon sin lignina soluble en metanol tuvieron los valores més altos de
luminosidad (L). La incorporacion de lignina disminuy6 la luminosidad (L) de todas las
peliculas, aunque el efecto fue mas marcado a altas concentraciones de lignina. Resultados
similares se reportaron en peliculas elaboradas de gelatina de pescado y lignina (Nufiez-Flores
et al., 2013) y peliculas de almidon de sagu y lignina (Bhat, et al., 2013). La incorporacién de
10% de lignina disminuyo los valores de a* obteniendo peliculas con una coloracién verdosa,

mientras que los valores altos de b* dieron como resultado peliculas con coloracién amarilla.

La incorporacion de un 20% de LSA aumento los valores de a*, valores altos de a* indican
peliculas con una coloracidn rojiza, esto puede atribuirse a la naturaleza cromofora de la lignina.
La lignina contiene un namero de grupos funcionales insaturados que absorben luz en el espectro
UV (A=250-400 nm) o en el visible (A=400-750 nm). Estos grupos incluyen; carbonilo, anillos

aromaticos y enlaces carbono-carbono.
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Tabla 10

. Parametros de color de las peliculas de almidon y lignina.

L* a* b*
Control 82.31 + 0.93*B 0.06 + 0.05 -1.40 + 0.05°
95:5 31.04 +0.34° -1.07 £ 0.01¢ 6.29 + 0.05°
90:10 27.36 +0.27° -0.11+ 0.04° 10.94 + 0.07°
80:20 23.69 + 0.32¢ 1.73 +0.05? 15.56 + 0.15¢

ALos valores corresponden a las medias + la desviacion estandar de tres mediciones.

BLetras diferentes en una misma columna representan diferencias significativas (P < 0.05).
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Cuando los grupos funcionales insaturados se conjugan con otras estructuras insaturadas, las
bandas de absorcion pueden cambiar en la regién visible del espectro (Polcin, et al., 1969a;
Polcin, et al., 1969b). Efectos de los sustituyentes y el entorno quimico local pueden influir en
el maximo de absorcion. Un numero de estructuras han sido identificadas como fuentes de color
en la lignina. Estas estructuras incluyen complejos de metales de transicion, sistemas
conjugados insaturados, quinonas (para quinona y orto quinona) y complejos de transferencia

de carga.

Caracteristicas Fisicas y Microscopia Electrdnica de Barrido (SEM)

Las micrografias obtenidas de la superficie de las peliculas de almidén y lignina se muestran en
la Figura 16. En general se observo una superficie homogénea y lisa en las micrografias de las
peliculas control (Fig. 16a). En las peliculas de almidon y lignina no se observaron separaciones
de fases. Laincorporacién de lignina soluble en metanol no afectd la morfologia de las peliculas
ya que no se observaron aglomeraciones, cavidades o particulas disueltas de lignina.
Concentraciones de 10 y 20% de lignina provocaron rugosidades en las superficies de las

peliculas pero esto solo se pudo observaron a nivel microscopico.

Pruebas Mecanicas

Las graficas de esfuerzo-deformacion de las peliculas de almiddn y lignina se muestran en la
Figura 17. Los valores de esfuerzo de tension maximo, elongacion y modulo de Young se
calcularon a partir de estas graficas y los resultados se muestran en la Tabla 11. Las peliculas
preparadas sin lignina mostraron el comportamiento de un material vitreo, con gran resistencia
tension y modulo eléstico. La incorporacion de lignina soluble en metanol redujo la resistencia

a la traccion y el modulo elastico, pero aumentd la elongacion de las peliculas.
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Figura 16. Micrografias de pelicula de almiddn de trigo duro (A) control, (B) 95:5, (C) 90:10,
y (D) 80: 20% de almidon y lignina. Ampliacion de 5.000x
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Figura 17. Gréafica de esfuerzo-deformacion de las peliculas de almidon y lignina soluble en
alcohol.
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Tabla 11. Propiedades mecanicas de las peliculas de almidén y lignina.

Esfuerzo de Elongacion Moddulo Eléastico
Tension Maximo (%) (MPa)
(MPa)
Control 1.8 + 0.3028 242 +1.02 0.60 + 0.40?
95:5 1.1 +£0.012 38.1+0.85° 0.12 +0.02°
90:10 0.55+0.11° 39.2 +1.10° 0.05 + 0.01°¢
80:20 0.43+0.11° 39.8 £ 0.28° 0.04 +0.11°¢

ALos valores corresponden a las medias + la desviacion estandar de tres mediciones.
BLetras diferentes en una misma columna representan diferencias significativas (p < 0.05).
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En las peliculas de almidon y lignina al 20% la resistencia a la traccion disminuyo de 1.5 MPa
a 0.43 MPa. En lo que respecta al modulo elastico, este fue significativamente menor en las
peliculas de almidon y lignina a cualquier concentracién que la pelicula sin lignina. EI médulo
elastico de las peliculas sin lignina fue 0.60 MPa, el cual disminuyé hasta 0.04 MPa en las
peliculas con 20% de lignina. Por otro lado, la elongacion aument6 a media que la concentracion
de lignina soluble en alcohol aumentaba, obteniéndose valores de elongacién de 24% para las
peliculas sin lignina 'y 39.8% para las peliculas con 20% de lignina. El aumento en la elongacion
puede relacionarse con interacciones electrostaticas débiles que pudieron darse entre el almidon
y la lignina. La incorporacion de lignina soluble en metanol pudo haber actuado como
plastificante. Los plastificantes son compuestos que incrementan la movilidad de las cadenas
de polimero que hace a las peliculas mas extensibles y flexibles (Ashwar et al., 2014). Como la
lignina se considera un macro poliol, las fracciones de bajo peso molecular de la lignina
pudieron actuar como un poliol y como resultado incrementan la movilidad de las cadenas del
almidon. Resultados similares han sido reportados por Baumberger et al. (1998a) en peliculas
de almiddn y lignina de pino donde el aumento en la elongacion se atribuyé a la presencia de

compuestos fenolico de bajo peso molecular y &cidos grasos anfifilicos en la lignina.

Por su parte, Chen et al. (2006) reportaron que la resistencia a la tension de peliculas de proteina
de soya aumentd con la adicion de 6% en peso de lignina, pero mas alla del 6% de lignina resultd
en una disminucion en la resistencia a la traccion. Kharade et al. (2009) reportaron que la
resistencia a la traccion de materiales de polipropileno disminuyé de 37.7 MPa a 23.3 MPa con
la adicion de 20% de lignina. Recientemente se ha reportado la combinacién de lignina con
otros polimeros de origen biolégicos como quitosano-lignina (Chen, et al., 2009), gelatina de
pescado-lignina (Nufiez-Flores, et al., 2013) y almiddn de sagu-lignina (Bhat, et al., 2013), sin
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embargo, en estos estudios la lignina fue afiadida solubilizada parcialmente en solventes
organicos fuertes como acido acético al 80% o DMSO al 90%. En este estudio la lignina se
solubilizé en metanol debido a la baja toxicidad, bajo precio, bajo punto de ebullicion y la buena

solubilidad de la lignina en este solvente.

Espectro infrarrojo

La Figura 18 presenta los espectros de infrarrojo (ATR-IR) del almiddn, la lignina y las peliculas
de almidon y lignina. En el almiddn se detectd una banda ancha entre 3400 y 3200 cm™ atribuida
a la vibracion del estiramiento de los grupos -OH. Los picos caracteristicos de los enlaces
glucosidicos que se registraron en la region de 1200 a 800 cm™. En la lignina se detectaron las
bandas mas importantes apoyados por investigaciones previas (Gosselink et al., 2004; Xu, et al.,
2006). Una banda correspondiente a la vibracion de estiramiento de grupos O-H (fendlico y
alifatico) fue detectada en el intervalo de 3400 a 3200 cm™, mientras el estiramiento de C-H de
los grupos CH3 y CH se detectaron a 2930 cm™, ademas se detectd una pequefia banda a 2924
cm? atribuida a la vibracion de grupos OCHs. La banda detectada a 1711 cm™ fue atribuida al
estiramiento C=0 de cetonas no conjugados, grupos carbonilos, grupos éster o aldehidos
conjugados Yy acidos carboxilicos. Las vibraciones del esqueleto aromatico de fenilpropano de
la lignina se detectaron entre 1590 y 1420 cm™. Los espectros de infrarrojo de las peliculas de
almidon y lignina en diferentes concentraciones exhibieron algunas sefiales especificas de cada
componente (almidon y lignina) como las bandas de vibracién de los enlaces glucosidicos del
almidén y las vibraciones de los anillos aromaticos de la lignina. Ademas se detectaron
interacciones electrostaticas débiles en la region alrededor de los 3000 cm™ en las peliculas con

20% de LSM.
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Figura 18. Espectros ATR-IR de (A) almiddn, (B) lignina y (C) pelicula de almidon y lignina
(20%).
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Propiedades Térmicas

El estudio termogravimétrico de las peliculas se baso en el analisis de la pérdida de peso del
material en funcion de la temperatura. Los termogramas obtenidos por TGA de las peliculas se
muestran en la Figura 19. La primera pérdida de peso se registrd alrededor de los 100°C
degradandose cerca de un 10% de la muestra. Esto se atribuyé a la pérdida de humedad y a los
solventes que fueron adsorbidos por el material durante el proceso de preparacién. Las peliculas
control mostraron una perdida en peso alrededor de los 300°C, la cual también se observo en las
peliculas con lignina soluble en metanol pero a temperaturas mas baja. Esto puede atribuirse a
que la adicién de fracciones de bajo peso molecular de lignina provoco una desestabilizacion de
la matriz de almidon. A 300°C las peliculas control registraron una pérdida en peso de 28% y
contra 35% de pérdida en peso para las peliculas que contenian lignina. La degradacion térmica
de lignina inici6 aproximadamente a 350°C continuando hasta mas alla de los 600°C. Se ha
reportado que por encima de 300°C comienza la ruptura de enlaces C-C en las cadenas alifaticas
de la lignina, provocando la separacion de los anillos aromaticos (Ciobanu et al., 2004).
Alrededor de 480°C, las peliculas control y las peliculas de almidén y 5% de lignina fueron
completamente degradadas. Mientras la incorporacion de 10% y 20% de lignina disminuyo la
degradacidn térmica de las peliculas. Las peliculas con 20% de lignina mostraron una pérdida
en peso de 98.23% a 700°C. Este comportamiento indica que la incorporacion de lignina soluble
en metanol produce materiales con mayor resistencia a la degradacion térmica pero solo a
concentraciones altas. En este estudio se conjetura que durante el proceso de obtencion de las
peliculas, se genero un reacomodo estructural provocando mayor numero de interacciones. Por
lo tanto se requiere mas temperatura para que las cadenas del polimero puedan descomponerse

térmicamente.
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Figura 19. Termogramas para TGA de las peliculas de almidon con diferentes concentraciones
de lignina soluble en alcohol.
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Actividad Antioxidante

La lignina asi como otros polifenoles tiene la capacidad de inhibir radicales libres (Yuan, et al.,
2009). La capacidad para inhibir radicales libres de diferentes tipos de lignina obtenidas de
materias primas no lefiosas mediante un proceso organosolv ha sido previamente reportado
(Garcia et al., 2010; Pan, et al., 2006). La separacion de lignina en solventes organicos y
alcoholes permite obtener fracciones de lignina con mejores propiedades antioxidantes que las

que presenta la lignina completa.

La capacidad para inhibir radicales libres de las peliculas de almidén y lignina se muestra en la
Tabla 12. Las peliculas control no mostraron capacidad para inhibir radicales libres. La
incorporacion de lignina soluble en metanol afecto significativamente la capacidad para inhibir
radicales libres, la cual aumentd a medida que se increment6 la concentracion de LSA. En las
peliculas con 5% de LSA, el porcentaje de inhibicion del radical DPPH fue 10.79%, el cual
incremento hasta 41.6% en las peliculas con 20% de LSA. La capacidad de inhibir radicales
libres en fracciones de lignina de paja de trigo se ha reportado anteriormente (Ma, P. et al.,
2013). Dizhbite et al. (2004), mencionaron que la lignina con masa molecular baja y
polidispersidad estrecha presentan mayor actividad antioxidante que ligninas con masa
molecular alta y polidispersidad amplia. En este estudio, la capacidad para inhibir radicales
libres puede estar relacionado con la masa molecular y la polidispersidad que presentd la lignina
que fue soluble en metanol 2813 y 5.3, respectivamente. Aungue otras investigaciones han
reportado que los grupos OH fenolicos y los grupos metoxilados (OCHz3) presentes en los anillos

aromaticos de la lignina pueden tener gran efecto en la actividad antioxidante (Li & Ge, 2012).
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Tabla 12. Capacidad antioxidante de las peliculas de almiddn-lignina y el porcentaje de
solubilidad en agua.

Inhibicion de DPPH Solubilidad

(%) (%)
Control ND 4.75 £ 1.04°
95:5 12.33 + 1.06*B 7.82 +1.09°
90:10 23.37 £ 0.47° 13.37 £ 1.16°
80:20 43.68 + 0.59° 20.96 + 1.86¢

ND: No detectado.
ALos valores corresponden a las medias + la desviacion estandar de tres mediciones.
Bl etras diferentes en una misma columna representa diferencias significativos (P < 0.05).
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Solubilidad

La solubilidad en agua de las peliculas de almidon y lignina se muestra en la Tabla 12. La
incorporacion de fracciones solubles en metanol aument6 la solubilidad en agua a medida que
se incrementd la cantidad de lignina. Las peliculas donde no se agrego lignina mostraron una
solubilidad al agua de 5.67%, mientras la adicion de 20% de lignina aument la solubilidad en
agua hasta 19.77%. La incorporacion de lignina produjo un efecto plastificante notable en
peliculas de material compuesto como se dedujo a partir del estudio de las propiedades
mecanicas y térmicas. Cuando se introducen grandes cantidades de plastificantes en la
formulacidn de la pelicula, se observan cambios significativos en las propiedades de la pelicula,
como el aumento de la extensibilidad y flexibilidad o disminuciones de la resistencia mecanica
y larigidez. Grandes cantidades de plastificantes pueden facilitar la difusién de moléculas de

agua a través de las peliculas, esto resulta en una mayor captacién de agua.

En nuestro estudio, la plastificacion del almidén por efecto de la incorporacion de lignina
cambid la solubilidad de las peliculas. Cuando las peliculas de almidén y lignina fueron
sometidas a las pruebas de solubilidad, la lignina se solubiliz6 facilmente en el agua y salio la
matriz de almidén que hizo la red de polimero menos denso y por lo tanto mas permeable, en
consecuencia, las peliculas tuvieron mayor absorciéon de agua. Resultados similares fueron
reportados en peliculas de proteinas miofibrilares de pescado (Cuq et al., 1997). La solubilidad
de las peliculas hechas de polimeros biologicos tiene importancia para determinar su
integracion. En el campo de los alimentos, la migracion de lignina de la matriz de almidon
puede ser favorable, debido a que los compuestos fenolicos de la lignina podrian proporcionar
proteccion antioxidante a los alimentos que es otra caracteristica importante de las peliculas de

almidén de lignina.
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CONCLUSIONES

Organosolv demostrd ser un método efectivo para alterar la estructura de la paja de trigo,
con el cual se logro la separacion de la lignina con gran pureza. El tratamiento de la paja de
trigo con una mezcla de solventes organicos y agua, provocd la solubilizacion de la
hemicelulosa y la lignina y una fase solida de celulosa. El rendimiento de extraccion de
lignina no fue dependiente del tamafio de particula, pero si del tratamiento aplicado para la
remocion de compuestos extraibles.

La pureza de la lignina obtenida de paja de trigo cristalino fue mayor al 95%, encontrandose
bajas cantidades de carbohidratos (0.11%) y cenizas (5.9%). La lignina fue altamente soluble

en acidos organicos y poco soluble en solventes ciclicos como el THF y 1-4 dioxano.

El peso molecular promedio de la lignina fue de 2296 Da. La lignina exhibié una
temperatura de transicion vitrea alrededor de 90°C y una alta estabilidad térmica,

degradandose totalmente a temperaturas por encima de los 900°C.

La enzima lacasa de Trametes versicolor fue mas eficiente para modificar la lignina que la
lacasa de Rhus vernicifera. La lacasa de T. versicolor produjo, a 40 °C un incremento en el

peso molecular de lignina.

Se lograron preparar y caracterizar peliculas de almidon y la fraccion soluble en metanol de
lignina. A nivel microscopico, las peliculas mostraron una integracién homogénea. La
lignina soluble en metanol impartié un efecto plastificante en las peliculas al alterar su
resistencia mecanica, disminuyendo el esfuerzo de tensién y el modulo eléstico pero

aumentando significativamente la elongacion.
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La incorporacion de 20% de lignina soluble en metanol provoc6 una mayor resistencia a la
degradacion térmica en las peliculas de almidén. Asi mismo, esto promovio actividad
antioxidante contra el radical DPPH, la cual aumento al mismo tiempo que se incremento la

cantidad de lignina soluble en metanol.

En este estudio, se desarroll6 un método novedoso y sencillo para la incorporacion de lignina
en la preparacion de peliculas de almiddn, lo cual reduce problemas de solubilidad y confiere
la capacidad de obtener materiales compuestos con aplicaciones potenciales. Por lo anterior,
el uso alternativo de los residuos del cultivo de trigo cristalino, sobre todo los subproductos,

pueden beneficiar al sector agricola de la region.
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RECOMENDACIONES

Probar otras alternativas para la extraccion de lignina. Los liquidos idnicos, son un tipo de
solventes que han cobrado importancia por que poseen una alta estabilidad térmica, un bajo
punto de fusién y una miscibilidad controlable. Estos compuestos pueden ser disefiados para
obtener una extraccion selectiva de la lignina; sin embargo, los efectos en la salud de estos

compuestos no han sido estudiados en su totalidad.

Realizar una modificacion quimica que permita aumentar la solubilidad de la lignina en la
solucion reguladora donde se lleva a cabo la reaccion. Ademas esto permitird una mejor
caracterizacion de la lignina polimerizada. Otra opcion es probar un mediador quimico para

mejorar la capacidad de la enzima lacasa para polimerizar la lignina.
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