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Planteamiento Del Problema

Desarrollar materiales que reemplacen a los materiales poliméricos derivados del
petréleo, es un reto. Ademas de procurar y garantizar que sean respetuosos con el
medio ambiente y con buenas propiedades mecanicas, térmicas y quimicas. Los
plasticos son ampliamente utilizados en diversas areas: salud, envasado de
medicamentos, alimentos, entre otros. Todos los dias se generan grandes
cantidades de residuos plasticos y a pesar de que desarrollan nuevos materiales

poliméricos biodegradables, estos no son suficientes para la alta demanda.

Existen compuestos de denominacion biobasados como los biopolimeros, los
cuales son una alternativa para sustituir a los plasticos sintéticos. Una de las
principales desventajas, es que existe un déficit en su produccion y no abastecen
las altas cantidades de materia prima que se necesita en la industria, ademas de
gue son de mayor costo que los materiales sintéticos. Por lo descrito, la extraccion
de biopolimeros como la celulosa a partir de la cdscara de sabila es de interés en el

presente proyecto de tesis.

Dentro de los residuos generados en México se encuentra la cascara de la planta
de sabila, la cual se cultivan alrededor de 360 especies diferentes [1]. La
acumulacion de los desechos de esta planta causa contaminacién ambiental por la
generacion de gases toxicos como metano (CHa4) y acido sulfarico (H2SO4), pH acido

(4), olores desagradables y generacién de fauna nociva.

Esta cdscara se genera en el proceso de despulpamiento y comercializacién de
productos que son derivados de la planta de aloe vera. Aproximadamente el 50%
del residuo generado corresponde a la cascara, la cual es desechada sin control

alguno.
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Justificacion

La cascara de la planta de sabila después de ser cortada y sometida al proceso de
despulpamiento para la obtencion del gel de aloe vera, contiene una serie de
compuestos de bajo peso molecular (compuestos fendlicos, ceras, etc.) asi como

estructurales como lignina (9.68%), celulosa (19.76%), hemicelulosa (12.45%) [2].

Los residuos lignoceluldsicos de la planta de sabila se pueden utilizar como un
recurso bioldgico potencial para la produccion de materiales de valor agregado
debido a su relativa disponibilidad, viabilidad econémica a largo plazo, naturaleza
renovable y biodegradabilidad. Ademas, la biomasa lignoceluldsica tiene potencial
para sustituir total o parcialmente los plasticos derivados del petroleo y otros
materiales petroquimicos, ya que pueden ser transformados en acetato de celulosa

(CA), lo que abre un abanico de aplicaciones en la industria del plastico.

Se propone entonces utilizar y aprovechar estos residuos en la fabricacion de un
biopolimero de interés comercial, el cual se emplearia como materia prima en la

elaboracién de un bioplastico para la produccion de articulos biodegradables

El residuo agricola en la industria tiene impactos ambientales, sociales y
econdémicos. Lo que se podria convertir en una de las soluciones para la
sostenibilidad y reducir los residuos agricolas en vertederos para aliviar la
contaminacion existente, sino que también reduciria la dependencia del petroleo,

posiblemente con el consiguiente ahorro econémico.

De acuerdo a la revision bibliografica nos hay articulos e investigaciones centrada
en la valorizacion y en el tratamiento para la deslignificacion de la cascara de sabila.
Por lo anterior el objetivo del presente trabajo es establecer una metodologia para
la cuantificacién de la lignina en medio alcalino de la cascara sébila a través de un

disefio de experimentos factorial 2.
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Objetivos

General
Establecer un disefio de experimentos basado en el pretratamiento alcalino para la

extraccion de lignina en cascara de sabila.

Especificos

1. Realizar una revision bibliogréfica en revistas especializadas referentes a
tema de tesis.

2. Realizar la propuesta del disefio de experimentos 2% con las variables: tiempo
(X1), relacion liquida (sol. NaOH 4%) (X2) y relacion solida (cascara) (Xs),
siendo la variable de respuesta la concentracion de lignina removida.

3. Determinar la concentracion de lignina utlizando la técnica de
espectrofotometria UV/VIS.

4. Evaluar el efecto de deslignificacion de cascara de sabila pretratadas con

NaOH al 4% a fin de maximizar la remocion de lignina.

Hipotesis

La deslignificacion alcalina es un proceso de pretratamiento muy popular y rentable
que implica el uso de un reactivo alcalino. El hidréxido de sodio permite obtener
altos porcentajes de extraccion de lignina presente en las fibras de sabila, y se
considera el alcali mas eficiente para el pretratamiento de la biomasa
lignoceluldsica. Esto incrementara la disponibilidad de celulosa y el rendimiento

para su determinacion.
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1 Desechos lignocelulésicos

Debido al constante aumento de la poblacion, el mundo esta experimentando un
aumento de las actividades forestales y agricolas, asi, los desechos lignoceluldsicos
se producen masivamente cada afio, provienen principalmente a través de la
silvicultura, la agricultura, industria forestal, industria de procesamiento de

alimentos, desecho doméstico y la industria papelera.

Los desechos lignocelulosicos abarcan todo tipo de materia organica derivada de
los arboles, plantas y desechos de animales. En la industria forestal, se generan
residuos como corteza, ramas, hojas y aserrin. En la agricultura, los residuos
pueden incluir tallos, hojas, cascaras y ramas de diferentes cultivos. En la industria
alimentaria, se generan residuos como cascaras de frutas y verduras, pulpas,
residuos de café y bagazo de la cafia de azUcar. Asi como también desechos

forestales, incluidos astillas de madera, aserrin, cedro, etc. [3].

México cuenta con una industria forestal significativa, asi como una gran actividad
agricola, lo que contribuye a la generacion de estos desechos en gran cantidad. El
aprovechamiento de residuos organicos se centra principalmente en su uso como

alimento para el ganado, sin priorizar otros beneficios.

Debido a la falta de enfoques industriales rentables y respetuosos con el medio
ambiente, la mayoria de los abundantes residuos agricolas y forestales siempre se
eliminan en vertederos o incineracion, lo que genera contaminacion y desperdicio
de recursos de la biomasa lignocelulosa [4, 5]. Esta actividad conlleva a generar la
emision de gases de efecto invernadero, como amoniaco y metano, contribuyendo

al calentamiento global.
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En la actualidad, las biomasas lignoceluldsicas han sido objeto de interés especial
en la investigacion debido a su amplia disponibilidad, rentabilidad y caracter
renovable [6, 7].

La abundante disponibilidad de materiales lignocelulésicos hace que sea mas
adecuado apostar por la energizacion de este material de desecho. Los residuos
agricolas son esencialmente una fuente de energia renovable y neutra en carbono.
Tiene el potencial de promover la sostenibilidad y aliviar la contaminacion existente
al reducir la tasa de eliminacién de residuos mediante la adopcién de rutas
adecuadas de conversion de biomasa para minimizar su impacto negativo y

aprovechar su potencial de manera sostenible [8].

1.2 Composicion quimica de los materiales lignocelulésicos

La biomasa lignoceluldsica, también conocida como fibras naturales o celulgsicas,
es la pared celular vegetal de un conjunto de tejidos celulésicos, principalmente
compuesta por polisacéaridos: celulosa (30%-50%) y hemicelulosa (15%-35%) y
polimeros aromaticos lignina (10%-30%), asi como otros componentes menores
como pectina, proteina, grasas, sales, minerales, etc. cuya composicion depende
de la materia prima de que se trate, edad y su entorno ambiental para el desarrollo
y crecimiento [9].

Estas biomasas o sus residuos a menudo tienen grupos funcionales hidroxilo (-OH)
y carboxilicos (-COOH) en su superficie y son livianos y porosos. EI componente
fundamental del complejo lignocelulésico es la celulosa, que forma una estructura
esquelética a lo largo de la pared celular. Los huecos internos también estan llenos
de compuestos aglutinantes, como la lignina y la hemicelulosa, un polisacarido
complejo que sirve como puente entre la celulosay la lignina, esto puede observarse
en la figura 1. Estos componentes estan unidos entre si a través de enlaces de

hidrégeno y covalentes, formando una estructura altamente recalcitrante [10].
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Figura 1. Estructura de la biomasa lignocelulésica [11].

1.2.1 Celulosa

La celulosa es un polisacarido formado por la union lineal de unidades de glucosa
mediante enlaces glucosidicos beta ($-1,4). Su férmula quimica general es (CeH1o
Os)n, donde "n" representa el nUmero de unidades de glucosa en la cadena
polimérica. Puede formar microfibrillas con estructuras altamente cristalinas gracias
a los enlaces de hidrogeno entrecruzados. Las microfibrillas también se asocian
para formar macrofibrillas o fibras celul6sicas [12]. La figura 2 muestra la estructura

quimica de la celulosa.

Su composicién quimica y estructural la convierten en el componente principal de
las paredes celulares de las plantas y en uno de los biopolimeros méas abundantes

en la naturaleza [13].

La celulosa desempefia una funcion crucial en la estructura de las plantas,
proporcionando rigidez y resistencia mecanica a los tejidos vegetales, lo que les
permite mantener su forma y soportar la fuerza de gravedad y las tensiones

mecanicas [14].
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Figura 2. Molécula de celulosa y su estructura quimica [15].

1.2.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas abundante en las plantas [16]. Las
moléculas de hemicelulosa estan presentes en varios polimeros que consisten en
pentosas (D-xilosa y D-arabinosa) y hexosas (D-manosa, D-glucosa y D-galactosa)
con la xilosa como el azlucar mas abundante [17]. Ademas, los acidos urdnicos
(acidos D-glucurénico, D-galacturénico y metilgalacturénico) también pueden estar
presentes en cadenas ramificadas [18]. Los polimeros de hemicelulosa suelen estar
interconectados por enlaces covalentes y de hidrégeno. La figura 3 muestra una

imagen representativa de la hemicelulosa y su estructura.

Las hemicelulosas comprenden una familia de polisacaridos complejos que
comparten con la celulosa una columna vertebral de enlaces glicosidicos (B-1-4),
pero estan sustituidas y construidas por una amplia variedad de monosacaridos
(glucosa, xilosa, galactosa, fucosa, manosa, etc.) [19]. De hecho, a diferencia de la

celulosa, no forma microfibrillas [20].

En cuanto a su funcién, la hemicelulosa cumple varias funciones importantes en las
plantas. Ayuda a mantener la integridad estructural de las paredes celulares,
proporciona flexibilidad a los tejidos vegetales y contribuye a la absorcion de agua
y nutrientes. Ademas, la hemicelulosa participa en la interaccion entre la celulosa y
otros componentes de la pared celular, como la lignina, para conferir resistencia y

rigidez a la planta [21].
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Figura 3. Estructura quimica de la hemicelulosa y su representacién en la pared
celular [22].

1.2.3 Lignina

La lignina es el tercer componente de la biomasa lignocelulésica y es el polimero
aromatico mas abundante en el mundo [23]. Estd compuesta estructuralmente por
tres mondomeros fenilpropanoides, también llamados monolignoles, incluidos el
alcohol coniferilico, p-cumarilico y sinapilico unidas en una red tridimensional. El
acoplamiento de radicales entre los tres principales monémeros de lignina conduce
a la formacion de una amplia gama de enlaces entre unidades, que involucran
principalmente enlaces carbono-oxigeno (C-O) (éter) y enlaces carbono-carbono
(C-C) [24]. La abundancia de enlaces éter en la lignina es relativamente alta (45—
48%) y la reparticion entre diferentes enlaces es funcién del tipo de biomasa [25].
Una vez incorporados en el polimero de lignina, estos sustituyentes se distinguen
por estructuras de anillos aromaticos y se denominan sustituyentes guaiacilo, p-
hidroxifenilo y siringilo, elementos principales de la estructura de la lignina [26],
como se muestra en la figura 4. Las proporciones siringilo/guaiacilo se utilizan

comunmente para clasificar las ligninas [27]

La presencia y proporcion de grupos funcionales (grupos alifaticos,
hidroxilofendlicos, carboxilicos, carbonilo y metoxi) en la lignina, un polimero amorfo
y complejo, dependen de la fuente agricola y los métodos de extraccion empleados
[28].
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La funcidn principal de la lignina es proporcionar rigidez y resistencia a las
estructuras vegetales, contribuyendo a la impermeabilizacion de las paredes
celulares y a la proteccion contra la degradacién por agentes externos, como
patogenos y herbivoros. Ademas, la lignina juega un papel crucial en el transporte
de agua y nutrientes a través del xilema, al mismo tiempo que brinda soporte

estructural a las plantas [29].
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Figura 4. Estructura quimica de la lignina y su representacion en la pared celular
[22].

1.3 Aplicaciones de los materiales lignocelulésicos

La celulosa, la hemicelulosa y la lignina desempefian funciones significativas en

diversas aplicaciones industriales y biotecnoldgicas.

La celulosa es ampliamente utilizada en la fabricacion de papel y cartén, donde
actia como aglutinante y proporciona resistencia al producto final, debido a su
estructura fibrosa y resistencia mecanica [30]. Ademas, se emplea en la produccién
de fibras textiles sintéticas, como el rayon y la viscosa, debido a sus propiedades
de absorcion de humedad y resistencia a la traccion [31]. También se utiliza en la

fabricacion de peliculas, recubrimientos, adhesivos y materiales compuestos [32].

Por otro lado, la hemicelulosa tiene aplicaciones en la industria alimentaria como
espesante, estabilizante y agente gelificante. También se utiliza en la produccién de
biocombustibles y productos quimicos a partir de biomasa lignocelulosica. Ademas,
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la hemicelulosa se emplea en la fabricacion de peliculas biodegradables, materiales

compuestos y recubrimientos [33].

Finalmente, la lignina se utiliza como adhesivo en la fabricacion de tableros de
particulas vy fibras, contribuyendo a la industria de la construccién y el mobiliario.
Ademas, se emplea en la produccién de biocombustibles y productos quimicos
mediante su despolimerizacion y conversion [34]. La lignina también es un
componente importante en la fabricacibn de productos quimicos, como

aromatizantes, fenoles y resinas [35].

Estos componentes de la biomasa lignoceluldsica juegan un papel crucial en una
amplia gama de aplicaciones industriales y comerciales, contribuyendo a la

sostenibilidad y diversificacion de la economia basada en recursos naturales [36].

1.4Sabila

A medida que el mundo avanza hacia el desarrollo sostenible, se promueve el
consumo de productos naturales entre los consumidores y, por lo tanto, la sabila,

una especie de planta suculenta, encuentra una posicion destacada.

El gel de aloe vera (AV) ha sido ampliamente utilizado en diversas aplicaciones
médicas, cosméticas y nutracéuticas, debido a sus beneficios para la salud
aportados por una cantidad significativa de elementos nutricionales esenciales [37].
Sin embargo, la cascara de AV, la capa exterior mas resistente de las hojas de aloe
vera donde se encuentran los componentes de la pared celular, se ha separado del
gel de aloe durante su procesamiento industrial y no tiene ningiin uso comercial, se

trata actualmente como fertilizante o es vertido como desecho [38].

Sin embargo, la acumulacién de una gran cantidad de cascara de hoja de AV en la
industria debe convertirse de manera eficiente en productos de valor agregado para
maximizar el rendimiento econémico de las industrias de procesamiento de AV y

también resolver las preocupaciones asociadas con la eliminacion [39].
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El andlisis composicional de la corteza de aloe vera [37] mostré una alta fraccion de
constituyentes holocelulésicos [74,11 % + 3,68 (p/p)] mientras que la lignina se
encontraba dentro de un rango de 11,40 % £ 0,28 (p/p).

La corteza de aloe vera (AVR), una biomasa soélida descartada después de la
extraccion del gel que no encuentra importancia comercial, podria servir como una
potente materia prima lignocelulésica que requiere un pretratamiento eficiente para

eliminar la lignina [38].

1.5 Pretratamientos de la biomasa lignoceluldsica

El pretratamiento de la biomasa lignocelulésica es un paso fundamental en la
produccion de biocombustibles, productos quimicos y otros bioproductos de valor
anadido.

Como la biomasa lignocelul6sica es compleja y fuertemente resistente a la hidrolisis
enzimatica debido a su obstinacion, se necesita un tratamiento previo para
aumentar las tasas de hidrdlisis. Por lo tanto, el pretratamiento es esencial para
alterar la estructura de la biomasa lignocelulésica como se muestra en la figura 5 e

iniciar el proceso de deslignificacion [40].

/

Hemicelulosa Pretratamiento

Hemicelulosa

/

Lignina

Lignina

Celulosa
Celulosa

Figura 5. Funcién del pretratamiento en la biomasa lignocelulosica [41].
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Un pretratamiento debe tener las siguientes caracteristicas deseables [42]:

1. Mejorar la accesibilidad de los componentes de la biomasa

2. Aumentar el rendimiento de azucares fermentables y otros compuestos de
interés
Evitar la formacion de subproductos indeseables

4. Ser eficiente y rentable

Durante las ultimas décadas se han desarrollado varias técnicas de pretratamiento
gue aumentan la accesibilidad de los materiales lignocelulésicos, modificando las
composiciones quimicas o las estructuras de la pared celular [43]. Las técnicas de
pretratamiento son categorizadas en quimicas (que incluyen hidrélisis en medio
acido diluido y bésico), fisicas (pulverizado), fisicoquimicas (explosion de fibra de

amoniaco, oxidacién humeda, explosion de vapor) y pretratamientos biolégicos [44].

1.5.1 Pretratamiento alcalino

El pretratamiento alcalino es uno de los procesos mas comunmente aplicados entre
los diferentes métodos de pretratamiento propuestos para la deslignificaciéon de la

biomasa lignoceluldsica.

El pretratamiento alcalino es un proceso de pretratamiento muy popular y rentable
gue implica el uso de un reactivo alcalino para la disolucién de lignina y hemicelulosa
en biomasa [45]. Se considera un método eficaz para maximizar la degradacion de
materiales complejos, rompiendo los enlaces éster entre la lignina y otros

compuestos y previniendo la fragmentacion de la hemicelulosa [46].

El tipo de alcalino, la concentracion, el tiempo de reaccion, la temperatura y las
caracteristicas propias de la biomasa utilizada son factores criticos que influyen en
la eficiencia del pretratamiento alcalino [45]. Los alcalis comunmente utilizados para
la eliminacion de lignina de la biomasa incluyen hidréxido de sodio [47], amoniaco
[48], carbonato de sodio [49] e hidroxido de calcio [50].
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Sin embargo, el hidroxido de sodio (NaOH) se considera el alcali mas eficiente para
el pretratamiento de biomasa de lignocelulosa y es el &lcali mas utilizado para la
solubilizacion de lignina y hemicelulosa. Ademas, el hidréxido de sodio esté
facilmente disponible y es relativamente barato, tiene una alta alcalinidad y un
manejo relativamente facil, lo que lo convierte en una opcion atractiva para
aplicaciones industriales a gran escala [51]. A menudo se utiliza en combinacién
con otros productos quimicos y procesos para optimizar la eficiencia del

pretratamiento.

1.6 Andlisis para la determinacién de lignina

Las técnicas para la determinacion de la lignina son fundamentales para determinar
la cantidad de este componente presente en la biomasa lignoceluldsica. Estas
técnicas permiten determinar la concentracion total de lignina, como su composicion

y estructura quimica.

Se han realizado varios estudios para desarrollar técnicas cuantitativas y cualitativas
de identificacion y determinacion de lignina. La lignina es cuantificada tipicamente
mediante métodos gravimétricos, espectroscopicos, cromatograficos y enzimaticos
[52].

Los métodos quimicos tradicionales, como el método Klason, se basan en la
despolimerizacion de la lignina con &cidos fuertes para determinar su contenido [53].
Por otro lado, los métodos espectroscopicos, como la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), espectroscopia infrarroja cercana (NIR), y la
espectroscopia UV/VIS permiten analizar muestras mediante la construccion de
curvas de calibracion utilizando estandares de lignina purificada, es posible
determinar el contenido de lignina en una muestra desconocida a partir de su

absorbancia a una longitud de onda especifica [54].

Finalmente, las técnicas cromatogréaficas, como la cromatografia de gases (GC) y
la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se utilizan para separar y
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cuantificar los diferentes componentes de la lignina con alta precision [52].
1.6.1 Espectrofotometria UV/Vis

La espectrofotometria UV-Vis ha demostrado ser una técnica analitica muy
poderosa, ampliamente utilizada en diversos campos cientificos [55] debido a su
versatilidad, precision, rapidez y rentabilidad en la determinacion cuantitativa de
diferentes analitos de sustancias en solucion acuosa, mediante la absorcion de luz
ultravioleta (UV) y visible (VIS) [56].

Esta metodologia se fundamenta en la capacidad de las moléculas en solucién de
absorber la radiacion electromagnética que incide sobre ellas, ya sea en forma total
o parcial. La capacidad de absorcion energética de las moléculas en una longitud
de onda especifica varia segun la estructura atomica y de diversas condiciones del

entorno, como la temperatura, el pH, la fuerza ionica, entre otros [57].

En la espectroscopia UV-Vis, los electrones de los analitos que absorben la
radiacion de luz ultravioleta con rango de 200 a 400 nm) y la radiacion visible de
400 a 700 nm, como se ilustra en la figura 6, se excitan desde el estado fundamental

a estados excitados [58].

Espectro electromagnético

Rayos x Ultravioleta Luz visible Infrarrojo
N bla
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Figura 6. Representacion esquematica del espectro electromagnético [59].

Cuando la luz pasa a través de una molécula, la energia de la luz se utiliza para
promover un electron desde un orbital enlazante o no enlazante a uno de los

orbitales antienlazantes vacantes, lo que resulta en un salto de electrones. Cada
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salto requiere energia de la luz y los saltos grandes requieren mas energia que los
saltos pequefios. Cada longitud de onda de la luz tiene una energia determinada.
Si una cierta cantidad de energia es la adecuada para realizar uno de estos saltos
de energia, entonces esa longitud de onda sera absorbida y la energia se utilizara
para promover el electron. Cuanto mayor es la energia requerida, menor es la

longitud de onda absorbida [60].

Para medir la absorbancia de una muestra, se utiliza un espectrofotometro. Las
partes principales de un espectrofotometro UV-Vis como se observa en la figura 7,
incluyen principalmente una fuente de luz (generalmente una lampara de deuterio
para UV y una ldmpara de tungsteno para visible), un monocromador que permite
para seleccionar la longitud de onda deseada, una celda destinada a contener la

muestra, un detector fotosensible y un sistema de registro de datos y andlisis [61].

La muestra se coloca en una celda transparente y se expone a la fuente de luz
monocromatica, mientras el detector registra la cantidad de luz transmitida a través
de la muestra. La absorbancia se calcula mediante la ley de Beer-Lambert, que
establece una relacion lineal entre la concentracion de la muestra y la absorbancia

medida a una longitud de onda especifica [62].

Monocromador

A
N =
.7: “‘\4‘
3 a NS |

Fuente de luz Rendija de Rejilla de difraccion Rendija de salida Celda con Detector
entrada o prisma {Selector) muestra

Figura 7. Instrumentacion tipica de un espectrofotometro [63].

La espectrofotometria UV-Vis es esencial en la determinacion cuantitativa y

cualitativa de una amplia gama de compuestos organicos e inorganicos. Esta
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técnica proporciona informacion valiosa sobre la estructura molecular, la
concentracion de muestras y la cinética de reacciones quimicas [52], o que la
convierte en una herramienta indispensable en la investigacion cientifica y el control

de calidad industrial.

1.7 Técnicas para la cuantificacion de la celulosa.

La cuantificacion de la celulosa, como componente clave de la biomasa
lignoceluldsica, se logra mediante una variedad de técnicas analiticas [64]. Al igual
que la lignina, es cuantificada mediante métodos gravimétricos, espectroscopicos y

enzimaticos.

Estas técnicas y métodos ofrecen una variedad de enfoques para cuantificar la
celulosa y otros componentes de la biomasa, lo que permite una comprensiéon mas

completa de su composicion y estructura quimica.

Por otro lado, el analisis de fibra cruda, también conocido como método de Weende,
es otra técnica comunmente utilizada para determinar la cantidad de celulosa junto

con otros componentes fibrosos.
1.7.1 Andlisis de fibra cruda

El método de Weende, desarrollado en el siglo XIX, se basa en la extraccion de los
componentes solubles en agua y etanol de la muestra, dejando los componentes
insolubles, como la celulosa, la lignina y los hemiceluldsicos, que constituyen la fibra
cruda [65].

Este método implica la digestién de la muestra con acidos y alcalis para eliminar las
proteinas, azucares y grasas solubles en agua y alcohol, dejando atras los
componentes fibrosos. Luego, se cuantifica la cantidad de fibra cruda restante, que
incluye principalmente celulosa, hemicelulosa y lignina, y se expresa como

porcentaje de la muestra [66].
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Figura 8. Descripcidn breve del analisis de fibra cruda (método Weende)
1.8Disefio de experimentos

El disefio de experimentos es fundamental en la investigacién cientifica porque
proporciona un enfoque sistematico para planificar, ejecutar y analizar experimentos
con el objetivo de comprender y mejorar los procesos o fenémenos estudiados,
ademas que permite controlar variables, minimizar sesgos y obtener resultados

confiables.

La seleccién de un disefio de experimentos adecuado depende de varios factores,
incluyendo el objetivo de la investigacion, la naturaleza de las variables involucradas

y las restricciones del estudio [67].
Algunos criterios a considerar son:

» Tipo de variable: Se debe determinar si las variables son categoricas o
continuas, y si son independientes o dependientes.

» Tamafo de la muestra: Es importante calcular el tamafio de la muestra
necesario para detectar efectos significativos con suficiente poder
estadistico.

» Replicacion: Se debe decidir cuantas veces se repetird cada condicién
experimental para aumentar la fiabilidad de los resultados.

» Control de variables: Se deben identificar y controlar todas las variables que

puedan influir en los resultados para garantizar la validez interna del estudio.
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Hoy en dia, existen muchos disefios de escaneo en la literatura. Si bien algunos de
estos disefios compiten, otros se encuentran en puntos diferentes segun el nivel de
efecto y las relaciones de los factores de riesgo en los resultados. Para los factores
de alto riesgo, se utilizan disefio de experimentos, llamados disefios de deteccion
de primer orden. Las no linealidades y/o interacciones significativas entre atributos
analiticos criticos revelan disefio de experimentos llamados disefios de superficie
de respuesta. Los disefios de optimizacion mas utilizados pueden enumerarse como
disefio factorial completo, disefio compuesto central, disefio de Box Behnken y

disefio 6ptimo [68].

1.7.1 Disefio factorial 2k

Los disefios factoriales se utilizan ampliamente en experimentos que involucran
varios factores, ya que, permiten estudiar simultaneamente los efectos que pueden
tener varios factores en la optimizacién de un proceso concreto. Determina qué
factores tienen efectos importantes en la respuesta y como varia el efecto de un
factor con el nivel de los otros factores. Los efectos son las cantidades diferenciales
gue expresan como cambia una respuesta a medida que cambian los niveles de
uno o mas factores. Ademas, los disefios factoriales permiten medir la interaccion
entre cada grupo diferente de factores. Las interacciones son el motor de muchas
optimizaciones de los procesos. Sin el uso de experimentos factoriales, algunas
interacciones importantes pueden pasar desapercibidas y es posible que no se logre

la optimizacion general [69].

El disefio factorial tiene varios casos especiales, uno de los tipos mas simples
utilizados en el trabajo experimental es el que tiene dos niveles (2%, donde “k”
representa el numero de factores o variables. Estos niveles pueden ser
cuantitativos, como dos valores de concentracion, temperatura o tiempo; o pueden
ser cualitativos, como los niveles “alto” y “bajo” de un factor, o quizas la presencia 'y
ausencia de este. Un disefio completo requiere 2¥ ejecuciones [70] y se denomina

disefio factorial 2K.
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La elaboracion de la matriz para un disefio de experimentos 2% sigue un proceso
sisteméatico. En primer lugar, se identifican los factores y se determinan los niveles
que cada uno puede tomar. Luego, se asignan cédigos a los niveles, a cada factor
se le pueden asignar dos niveles: bajo (1) y alto (+1). El siguiente paso implica
calcular el numero total de experimentos, si se consideran k factores, entonces se
requieren 2% experimentos [69]. Posteriormente, se crea la matriz de disefio, una
tabla con una fila para cada experimento y una columna para cada factor. En esta
tabla, se representan cada nivel de cada factor con el cdédigo asignado
anteriormente. Finalmente, se llenan las filas de la matriz asignando las
combinaciones de niveles de los factores como se muestra en la Tabla 1. Es
fundamental garantizar que todas las combinaciones posibles estén representadas

correctamente y que no haya duplicados.

El disefio 2¢ es especialmente beneficioso al inicio de una investigacion
experimental, especialmente cuando se espera investigar mdultiples factores.
Permite investigar k factores utilizando el menor nimero posible de ejecuciones en
un disefio factorial completo. Por lo tanto, estos disefios son ampliamente

empleados en experimentos gque involucran la seleccion de los factores. [70].

X1 X2 X3
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

Tabla 1. Matriz de experimentos de un disefio factorial 2k
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CAPITULO 2
METODOLOGIA

2.1 Deslignificacion alcalina

La metodologia para la realizacion de este trabajo se basd en la recopilacion de
datos bibliogréaficos y la propuesta de un disefio de experimentos a fin de conseguir

los mejores resultados posibles. La metodologia se resume en la figura 9.

Impregnacion del

Preparacion del Tami Py
—p Tamizadodela ————p Preparacionde a——p .
P material precursor

material precursor i
t la sol
muestra @ sc.; ueton en sol. De NaOH
alcalina con
NaOH
P — <
Agitacion
Medicion de Secado a 6 R Y
. calentamiento
lignina por — [EMpEeratura  te—— -— .
., . L. del material
espectrofotometria ambiente por Separacion de la .
™ impregnado
UV/VIS 48 h fraccion séliday

liquida mediante
papel filtro por 24 h

Figura 9. Metodologia para el proceso deslignificacion alcalina.

La primera etapa del trabajo consistira en la preparacion del material precursor, en
este caso, la fibra de cascara de sébila obtenida de la planta. Se requerira que este
material se encuentre triturada finamente para posteriormente ser tamizada con un
tamafo de particula numero 20 (0.0331 in) - 60 (0.0098 in).

Figura 10. Tamiz granulométrico
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Una vez pasada la muestra por el tamiz, se procedera a preparar una solucion de
NaOH al 4% m/v, este con el fin de realizar el pretratamiento alcalino y facilitar la
remocion de lignina en las fibras de sabila.

Figura 11. Matraz aforado con solucion NaOH al 4% m/v

El pretratamiento se realiza en una parrilla de agitaciéon (Thermo Scientific Cimarec)
a 70°C con una velocidad de agitacion de 800 rpm. Las variables en este
procedimiento son: tiempo (h), RL (Relacion liquido, g) y RS (Relacion sdlido, g).

Figura 12. Parrilla de agitacion

Llevado a cabo este proceso se procede a separar la fraccion soélida y liquida

mediante un papel filtro (8-12 um) por 24 h.

Figura 13. Proceso de filtrado
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Una vez filtrado se procede a dejar secar la fraccion sélida a temperatura ambiente

durante 48 h.

Figura 14. Proceso de secado
El procedimiento se repitié para 8 muestras tamizadas y 3 muestras tamizar.

Cada fraccion es recolectada (figura 15), la fraccion liquida es tomada para su
lectura en el espectrofotbmetro UV/vis y cuantificacion por curva de calibracién en

el mismo.

Figura 15. Fraccion liquida y sélida recolectada

Para llevar a cabo la determinacion del porcentaje de remocion de lignina, se
procede a realizar una curva de calibracion a partir de un estandar de lignina alcalina
(Sigma Aldrich, CAS-No: 8068-05-1) utilizando un espectrofotbmetro UV/VIS.
Tomando como solucion madre 0.12 g/L de lignina aforada en NaOH 0.035 M
(Figura 16). Para la curva de calibracion se prepararon soluciones estandar con
concentraciones de lignina de 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 g/l aforadas en NaOH
0.035 M. Como la lignina es fotosensible, es esencial cubrir cada vial que contiene

lignina con aluminio hasta que esté listo para ser analizado con UV/Vis.
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Figura 16. Lignina y solucién madre (NaOH 0.035 M)

Las soluciones preparadas para la curva de calibracion con el estdndar de lignina

se muestran en la figura 17.

Figura 17. Soluciones estandar de lignina

Posteriormente se llevd a cabo las lecturas de las fracciones liquidas obtenidas del
proceso de deslignificacién después de realizar el filtrado, para lo cual fue necesario

realizar una dilucién en proporcién 1:10 con agua desionizada (Figura 18).

Figura 18. Fracciones liquidas diluidas.
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Se ajusto el pH (13.886 a 4.787) de cada dilucion con 4 gotas de CH;COOH (Meyer,
pureza 95-98%) y se coloco en la celda de cuarzo 1 ml de la solucion mas 2 ml de
agua desionizada, para favorecer la calidad del espectro UV/VIS. Las lecturas se
realizaron con un intervalo de longitud de onda de 200 a 800 nm, (Figura 19).

Figura 19. Espectrofotometro PerkinElmer, Lambda 25

2.2 Medicién de celulosa

2.2.1 Peso de crisoles

El primer paso que se llevo a cabo es realizar el peso constante de 2 crisoles de
porcelana para eliminar la humedad y que esta no influya de manera negativa en
los calculos. Este secado se llevo a cabo en una estufa (Quincy Lab, Model 20GC
Lab Oven) a 105 °C, en un intervalo de 1 h, obteniéndose 3 pesos adicionales al

peso de los crisoles antes de realizar el secado.

Figura 20. Peso de crisol en balanza analitica
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2.2.2 Muestras
El segundo paso, fue pesar en 2 vasos de precipitados de 600 ml, 2 g de muestra

en cada uno.

2.2.3 Preparacion de soluciones

El tercer paso implica preparar las soluciones a utilizar. Se prepararon 2 soluciones,
una alcalina y otra 4cida. Para esto, teniendo en cuenta que se realiza un duplicado,
se preparard una solucion 1.25% v/v con H2SO4 (Meyer, pureza: 95 — 98 %) y
1.25% v/v con NaOH (Meyer, pureza: = 97 %).

2.2.4 Primera etapa (alcalina)

La primera etapa consiste en agregar a cada uno de los vasos que contienen 2 g de
cascara, 100 ml de la solucion de NaOH 1.25% v/v previamente preparada. Estos
vasos se colocan en una parrilla a 300 °C, y se les agrega de 3-4 perlas de
ebullicibn. Para generar un proceso de condensacion se utilizan 2 matraces
Erlenmeyer de 500 ml, a estos se le agrega hielo a la mitad del volumen, y se
colocan encima de cada uno de los vasos. Con la finalidad que lo que comienza a
ebullir se condense y no se pierda la fibra. Se mantiene en ebullicién por 30 minutos
y el tiempo se cuenta desde que comienza a ebullir. Es necesario tener un llenado
constante de hielo, ya que este se derrite, y el agua fria contenida en el matraz es

retirado con ayuda de una pipeta y una probeta.

Figura 21. Primera etapa NaOH
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2.2.5 Filtrado de la muestra

Una vez pasado los 30 min, se retiran los vasos de la parrilla y se procede a filtrar.
Se utiliza un colador de plastico, y como medio filtrante tela de lino, este ultimo se
coloca por encima del colador. Una vez hecho este filtrado, se recuperan las perlas
de ebullicion, se vacia el contenido del vaso y lo resultante que se almacena en la

tela, se lava con 100 ml de agua. Terminando este lavado se recupera la fibra y se

coloca nuevamente en el vaso para el siguiente paso.

X V-

Figura 22. Filtrado de la muestra

2.2.6 Segunda etapa (acida)

Este paso es similar a la etapa con NaOH. Se agregan 100 ml de solucién de H2SO4
1.25% v/v a cada vaso y se colocan en la parrilla, se les adicionan las perlas de
ebullicién y encima de estos, los matraces de hielo. El tiempo se cuenta desde que

comienza la ebullicibn y se mantiene por 30 min.

2.2.7 Filtrado de la muestra

Nuevamente, una vez terminados los 30 min se procede a filtrar la muestra. El
procedimiento es similar al filtrado con NaOH, solo que, a diferencia de este,
después del lavado con agua, también es necesario lavar con 30 ml de etanol; y
después de esto nuevamente se recupera la fibra y se colocan en los crisoles que

se realiz6 el secado.
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Figura 23. Fibra recuperada colocada en crisoles

2.2.8 Secado por 24 horas

El pendltimo paso consiste en colocar los crisoles con muestra en una estufa
(Quincy Lab, Model 20GC Lab Oven), por 24 h a 105 °C. Una vez pasado este
tiempo, se pesa y se registra el resultado, que es necesario para los célculos. En

este paso solo se contiene las fibras mas minerales.

Figura 24. Secado en estufa

2.2.9 Obtencién de cenizas
Como ultimo paso, se colocan los crisoles en una mufla (Terlab, TE-M20D) a 550
°C por 2 h, con la finalidad de solo obtener cenizas. Una vez transcurrido este

tiempo, se pesan y se anotan los valores necesarios para el calculo.

Figura 25. Cenizas obtenidas

Tesis “Disefio de experimentos basado en el pretratamiento alcalino para la extraccién de
lignina en cascara de sabila”

29



La determinacion de la fibra se calcula con la siguiente formula.

Peso crisol después de estufa — Peso crisol después de mufla
Peso de la muestra

% Fibra cruda =

2.3 Disefio de experimentos

Con el objetivo de estudiar la variabilidad de la remocion de la lignina (variable de
respuesta), se eligieron tres factores operativos como variables independientres:
tiempo (X1), relacion liquida (sol. NaOH 4%) (X2) y relacion solida (cascara de sabila
malla niamero 20 - 60) (X3). Otras variables como la temperatura, la concentracion
y la agitacion, se fijan en 70 °C, NaOH 4% y 800 rpm respectivamente. Los valores
naturales de cada factor y sus respectivos niveles, -1 al nivel inferior y +1 al nivel

superior, se presentan en la tabla 2.

Dominio experimental
Factores variables
Nivel (-1) Nivel (+1)
Tiempo (h) 2 5
Relacion liquido (g) 20 50
Relacion sélido (g) 1 5

Tabla 2. Dominio de factores variables

En este experimento se utilizé un disefio factorial de dos niveles, dado que sélo hay
tres factores a considerar, se utilizé un disefio factorial completo de 23, es decir, se
requiere un total de 8 corridas experimentales para este disefio. En la Tabla 3 se
presenta la matriz de experimentos, que describe el disefio presentado con una
combinacion de variables para cada orden de experimento, enumerado del M-1 al
M-8.
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Tiempo Relacion liquido Relacién solido
Muestra

X1 X2 g X3 g
M-1 - - 20 - 1
M-2 + - 20 - 1
M-3 - + 50 - 1
M-4 + + 50 - 1
M-5 - - 20 i 5
M-6 + - 20 i 5
M-7 - + 50 + S
M-8 + + 50 + 5

Tabla 3. Plan de experimentacion realizado con un disefio de experimentos 2k

Tesis “Disefio de experimentos basado en el pretratamiento alcalino para la extraccion de

lignina en cascara de sabila”

31



CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSIONES

En el presente capitulo se describen los resultados obtenidos de acuerdo a la

metodologia propuesta en el capitulo 2.

3.1 Proceso de deslignificacion (analisis previos)

Para analizar el comportamiento de la deslignificaciobn presente en cascaras de
séabila, se llevd a cabo un andlisis previo de la muestra sin ser tamizada en malla
granulométrica. Para esto, se realizé una propuesta de 5 experimentos con relacion
liquida-solida (solucion de NaOH al 4% y cascara de sébila), mostrada en la tabla
4. Asi como también se tomaron en cuenta condiciones de operacion fijas para
todos los experimentos, como el tiempo de tratamiento (2 horas), temperatura

(70°C), y velocidad de agitacién (800 rpm).

Sélido Liquido
Cascara (9) Solucién NaOH 4% (9)
1:10 1 10
1:15 1 15
1:20 1 20
1:25 1 25
1:30 1 30

Tabla 4. Propuesta de relacion liquido-sélido.

Los resultados obtenidos de las fracciones liquidas y solidas que fueron
recolectadas del proceso de deslignificacion en este primer experimento se

muestran en la tabla 5.
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Fraccion liquida (g) | Fraccion sélida (g)
1:10 1.3230 0
1:15 1.2027 0.3002
1:20 0.8323 2.0816
1:25 0.9234 6.9970
1:30 0.9307 13.5395

Tabla 5. Resultados de la cantidad de fraccion recolectada.

En la grafica 1 se muestra el comportamiento del proceso de deslignificacién en

base a los resultados de este primer experimento.
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Grafica 1. Gramos obtenidos de lignina (liquido café) y celulosa (residuo sélido).
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Podemos observar en la grafica 1 que al aumentar la cantidad de NaOH al 4%, no
hay cambio significativo en la cantidad de celulosa obtenida, por lo anterior se
requiere del disefio de experimentos para determinar las mejores condiciones de

deslignificacion.

3.2 Proceso de deslignificacion (Basado en el disefio de experimentos)

El disefio de experimentos se realiz6 de acuerdo a la propuesta descrita en el
capitulo 2. Los resultados obtenidos de las fracciones liquidas y solidas

recolectadas se muestran en la tabla 6.

Fraccion liquida (g) | Fraccion sdlida seca (Q)
M-1 2.8013 0.9775
M-2 0 1
M-3 31.2505 0.8902
M-4 25.8077 1.0626
M-5 0 5
M-6 0 5
M-7 7.9850 6.8082
M-8 6.3162 6.2771

Tabla 6. Resultados de las fracciones recolectadas.

La fraccion liguida mayor fue de 31.25 g que corresponde a 2 h de agitacion
colocando 1 g de solido (cascara) en 50 g de NaOH. En el caso de las muestras
M2, M5 y M6 la fraccion liquida es minima por lo que indica que esas condiciones
no son adecuadas para obtener una muestra significativa para cuantificar la

cantidad de lignina.
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Grafica 2. Relacion de la cantidad de muestra y la fraccion sélida y liquida.

Podemos observar en la grafica 2 que en la muestra M7 y M8 se obtienen una
cantidad de fraccion liquida similar a la fraccion sélida.

3.3 Determinacién de lignina mediante espectrofotometria

La espectroscopia UV/VIS es una técnica analitica adaptable y facil de usar que
proporciona los mejores resultados con respecto a las diferencias estructurales
entre ligninas. La lignina puede absorber los rayos UV, ya que, contiene grupos
funcionales que absorben la luz ultravioleta (UV), como fendlicos, cetonas y otros
cromoforos. Por lo tanto, el valor de absorbancia méas alto se puede producir a una
longitud de onda de 200 a 290 nm [60]. Variando segun su origen, método de

extraccion, etc.

Para llevar a cabo la medicion de absorbancia, se realizaron las lecturas de las
fracciones liquidas obtenidas en las muestras del disefio de experimentos. Estas se
llevaron a cabo en el espectrofotometro UV visible modelo PerkinElmer precisely
Lambda 5 UV/VIS. Tres muestras del plan de experimentacion fueron descartadas
al no obtener fracciones liquidas recolectadas. Esto debido a que presentaban una

mayor proporcién de fraccion sélida.
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Se realizé un barrido del estandar de lignina en la region de 200 a 800 nm para
determinar el pico maximo de adsorcion. En la figura 26 se muestra el espectro

obtenido. Observandose tres picos absorcion a 217, 251 y 341 nm.

2
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nm

Figura 26. Espectro UV-VIS del estandar de lignina.

De acuerdo al grafico se eligio el pico a 251 nm para construir la curva de calibracion

de lignina definida por la ecuacion y= 30.271x+0.2031.

Lignina (g/L) Abs g/L
V1 0.02 0.7896 [0.01937498 m 30.271
V2 0.04 1.3968 |0.03943378 b 0.2031
V3 0.06 2.0621 |0.06141191| Error residual | 0.046768
V4 0.08 2.6665 [0.08137822 R? 0.998
V5 0.1 3.1818 [0.09840111

Tabla 7. Valores obtenidos en la curva de calibracién de lignina.
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Gréfica 3. Curva de calibracion de lignina a 251 nm.

En la tabla se muestran los valores de las absorbancias de las muestras M1. M3,
M4, M7 y M8 a 251 nm. El experimento M1 se llevé a cabo con un factor de dilucion

de 0.15547. Resultando M8 el experimento mas favorable.

Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia| Concentracién
Muestra . L
1 2 promedio de lignina (g/L)
M1 3.6242 3.6697 3.64695 0.017687402
M3 4.4527 3.5908 4.02175 0.126148789
M4 5.2801 4.0243 4.6522 0.146975653
M7 4.4838 6 5.2419 0.166456344
M8 6.4811 6 6.24055 0.199446665

Tabla 8. Absorbancias de las muestras basadas en el disefio de experimentos.
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CONCLUSIONES

1. La relacion liquido soélido es notable por lo que son una variable importante
en el disefio de experimentos.

2. La técnica de espectrofotometria de UV/VIS es una técnica adecuada para
medir la cantidad de lignina.

3. Los mejores resultados se obtuvieron para las muestras M7 con 0.0166 g/L
y M8 con 0.199 g/L de lignina. Ademas, la proporcién utilizada en estas
muestras de 50 g de la solucion de NaOH 4% y 5 g de cascara permite
obtener fracciones semejantes en la cantidad obtenida en la fraccion M7
(liquida 7.98 g/solida 6.80) y M8 (liquida 7.98 g/sdlido 6.80 g). Por lo anterior
el tiempo de 2 y 5 h pareciera que no influyo de manera notable en los
experimentos.

4. La solucion de 4% de NaOH permitié extraer la lignina de a cascara de sin
embargo es necesario utilizar otras concentraciones considerando la

cantidad de cascara y solucion.
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Anexo 1

Espectros de UV-VIS de cada muestra del disefio de experimentos.
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