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Resumen

Uno de los residuos agroindustriales mas abundantes en el estado de Jalisco es el
bagazo de agave. Este resulta del proceso de produccion de tequila a partir de la planta
Agave tequilana Weber var. azul. Por sus caracteristicas quimicas (alto porcentaje de
celulosa) es un material que puede ser utilizado para reforzar materiales compuestos.
Para este estudio se realiz6 la caracterizacion del bagazo y se le aplicaron diferentes
pretratamientos para posteriormente mezclarlo con un biopolimero a base de almidén

termoplastico (TPS) y acido poli lactico (PLA).

Se investigo el efecto de 3 pretratamientos con diferentes condiciones en bagazo de
agave: acido (1%, 1.5% y 2% H2SO04), enzimatico (1.5%, 3% y 4.5% HTec2 (solucién

de hemicelulasas y celulasas) y acido-enzimatico (1.5% H2S04) y (1.5% HTec2).

Se encontré que el pretratamiento 6ptimo para obtener la mayor fraccién de celulosa
en el bagazo de agave fue el acido al 1.5%, con este pretratamiento la fraccién de
celulosa aumentd 1.9 veces; mientras que la hemicelulosa disminuyé 30% en el
pretratamiento acido. El pretratamiento enzimatico no tuvo un cambio sustancial en la
estructura o composicion, y disminuy6 la estabilidad térmica de la fibra. Por otro lado,
al utilizar el pretratamiento secuencial acido-enzimatico, las fracciones de celulosa y
hemicelulosa disminuyeron. El analisis con FTIR confirmo la disminucion de grupos
hidroxilo en la fibra, lo cual puede mejorar la adhesion entre la fibra y la matriz

polimérica de un compuesto.

Finalmente se comprobd la biodegradabilidad de los materiales formados con bagazo,
TPS y PLA. Los biomateriales fueron colocados en ambientes en los que pudieran ser
desechados (suelo y medio acuoso). Se comprobéd que los materiales mezclados son
biodegradables en diferentes porcentajes dependiendo de su composicién, en suelo la
mezcla de TPS y agave obtuvo el mayor porcentaje de biodegradabilidad, en medio
acuoso el TPS solo obtuvo el mayor porcentaje de biodegradabilidad. La tasa de
biodegradaciéon fue expresada en porcentaje de carbono emitido en el caso de la

composta y de demanda quimica de oxigeno (DQO) en el caso del medio acuoso.
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l. Introduccion

La contaminacion por plastico es uno de los problemas mas graves de nuestro tiempo,
a partir de los anos 50 su produccion fue en aumento ano con ano. En el 2020 se
registro la produccién de 367 millones de toneladas de plastico en el mundo, de
acuerdo al reporte publicado por la compainia Statista (Tiseo, 2022). La increible
versatilidad de los plasticos explica el continuo crecimiento de la produccién ano tras
afo. Junto con ese crecimiento, el valor de mercado de los plasticos también continua
creciendo. El tamafno del mercado mundial de plastico aumenté de aproximadamente
502,000 millones de dolares estadounidenses del afio 2016 a 579,700 millones de
dolares estadounidenses en el afio 2020, un aumento del 13% de su valor. Se
pronostica que el mercado mundial de plastico aumentara su valor del afio 2020 en un
30% para el 2028 (Tiseo, 2022).

La durabilidad del plastico, y los altos volumenes en que son enviados a rellenos
sanitarios han generado preocupacion ya que esos desechos son contaminantes y se
estima que pudieran tardar en degradarse hasta 400 afios (Parker, 2021). Los
plasticos son considerados un material no biodegradable, lo que quiere decir que no

pueden ser descompuestos por accion microbiana (Philp et al., 2013).

Una de las soluciones que se ha propuesto para evitar este problema es el reciclaje,
se han desarrollado procesos para el reciclaje de diferentes tipos de plasticos. En
algunos casos esta opcidn es inviable, como, por ejemplo, el caso de las bolsas de
plastico desechables. Estas tienen una masa muy pequeia y por lo general estan
contaminadas con algun alimento o residuo de lo que transportaba, lo cual genera que
su reciclaje no sea posible debido al alto costo econdmico que generaria (Ojeda et al.,
2009). Solo el 9% del total del plastico producido mundialmente es reciclado, por lo
que la contaminacion por desechos plasticos debe ser atacada con diferentes

estrategias para lograr una solucion integral (Geyer, Jambeck and Law, 2017).

Se deben pensar soluciones econdémicamente viables y no contaminantes para la

elaboracion productos que se utilizan como desechables. Es por esta razén que, en
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México en el estado de Jalisco se expide la Norma Ambiental Estatal NAE-SEMADET-
010 en el afno 2019. En la cual se establecen especificaciones técnicas ambientales
para la produccidn de bolsas plasticas para acarreo de un solo uso que sean
distribuidas y/ o comercializadas en el estado de Jalisco. Esto con el fin de disminuir la
utilizacién de plastico y la cantidad de bolsas plasticas y popotes no biodegradables
desechados. Esta norma contiene especificaciones de produccién, se indica que el
material de las bolsas plasticas debera contener en su composicion un minimo de
material reciclado posconsumo o ser biodegradables al someterse a un proceso de
compostaje. En el caso de las bolsas de acarreo biodegradables, no existen
restricciones en la norma respecto al tipo de polimero que puede ser utilizado siempre
y cuando cumpla con el estandar para el etiquetado de plasticos disefiados para ser
compostados aerébicamente en instalaciones municipales o industriales. La Norma
Ambiental Estatal NAE-SEMADET-010 genera una oportunidad en Jalisco para
desarrollar un polimero biodegradable que pueda sustituir el plastico proveniente del

petréleo en las bolsas desechables.

De acuerdo a diferentes estudios realizados en los ultimos afos, una de las opciones
viables econdmicamente y con propiedades similares a los plasticos sintéticos, es
utilizar materiales compuestos por un polimero biodegradable y una fibra natural
(Joseph et al., 2002; Mohanty, Drzal and Misra, 2002). Los materiales compuestos
pueden estar conformados por fibras sintéticas o de origen natural y estar mezcladas
con un polimero, este igualmente puede ser a base de petrdleo o de fuentes
renovables. Para que un material compuesto sea biodegradable todos sus
componentes debe provenir de materiales que puedan degradarse completamente al
ser desechados, es decir que se puede utilizar una fibra natural y un polimero
biodegradable para logran un producto final que sea biodegradable. Esto significara
que el producto es adecuado para su disposicion en rellenos sanitarios ya que pueden
ser degradados por la accion de microorganismos y el medio ambiente (Shanks,
Hodzic and Wong, 2004; Mohammed et al., 2015).

Los polimeros compuestos generan una oportunidad de aprovechamiento para las
fibras vegetales, ya que muchas de las que se utilizan son desechos de algun cultivo
o proceso productivo que tiene que ver con la industria agricola. La Organizacion de
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las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) estima que
anualmente se generan mas de 1300 millones de toneladas de desperdicio por la Agro-
industria. La utilizacion de estos desperdicios significaria el aumento de la rentabilidad
de la agro-industria, ademas de ayudar a estas empresas a crear un mercado mas
sostenible (Souza et al., 2022).

Las fibras lignoceluldsicas utilizadas son recursos renovables que ademas tienen
ventajas sobre las fibras sintéticas, ya que su costo es bajo, son biodegradables y con
carbono neutro en su generacion de COz, tienen baja densidad, y sus propiedades son
adecuadas para la necesidad mecanica que tienen los polimeros (Ku et al., 2011,
Karthi et al., 2019). Estas pueden ser categorizadas por la zona de la planta de la que
fueron extraidas, por ejemplo, de la semilla, de las hojas, del tallo o del liber (Ganster
and Fink, 2006). Otro punto importante a considerar es la zona geografica de la que
se piensa extraer la fibra, para mantener el costo bajo de estas se deben aprovechar
los cultivos cercanos y que tengan las caracteristicas lignocelulosicas adecuadas.
Algunas de las fibras provenientes de cultivos vegetales mas utilizadas para la
produccion de bioplasticos son la fibra de coco, el sisal, la pifia, el henequén, el yute,
la linaza, el bagazo de cafa y el bambu (Radoor et al., 2020), esto debido a su alto

contenido de celulosa (Mohammed et al., 2015).

En Jalisco una de las plantas disponibles en cultivos cercanos y con estructura quimica
similar a las variedades antes mencionadas es el Agave tequilana Weber var. azul,
utilizado para la produccion de tequila, una bebida alcohdlica de gran demanda. Este
tipo de agave es cosechado al momento de su madurez (seis u ocho anos),
posteriormente es cocido y exprimido para obtener los jugos con los cuales sera
producido el tequila. La fibra que se obtiene como desecho después del proceso de
exprimido es conocido como bagazo. El bagazo representa el 40% del peso total de la
pifia del agave y es desechado en campo abierto en grandes cantidades, por lo que
se ha convertido en un desecho contaminante a pesar de ser un material organico
(Nunez, Rodriguez and Khanna, 2011; Kestur G. et al., 2013). De acuerdo con lo
publicado por el consejo regulador del tequila en Jalisco, la produccion de tequila
aumenté un 41.2% en el periodo de enero — noviembre 2021 a comparacién con el afio
pasado anterior (2020), por lo que también hubo un aumento del 43.5% respecto al
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afno anterior de consumo de agave (Consejo-Regulador-del-Tequila, 2022). Desde
hace algunos afnos se ha buscado aprovechar este desperdicio, en estudios previos
se le han realizado caracterizaciones. Es por eso que sabemos que el bagazo de
agave tiene un alto porcentaje de celulosa (Kestur G. et al., 2013), lo que la convierte

en una fibra con potencial para el reforzamiento de biopolimeros.

Las fibras naturales lignocelulésicas contienen tres componentes poliméricos
principales hemicelulosa, celulosa y lignina (Li et al., 2014). El elemento que se
encuentra en mayor cantidad es la celulosa, la unidad elemental de una
macromolécula de celulosa es la anhidro D-glucosa, que contiene tres grupos hidroxilo
(-OH). Estos grupos hidroxilo forman enlaces de hidrégeno dentro de la propia
macromolécula (intramolecular) y entre otras macromoléculas de celulosa
(intermolecular) (George, Sreekala and Thomas, 2001). Por lo tanto, todas las fibras
vegetales son de naturaleza hidrofilica. Esta caracteristica de las fibras vegetales
genera uno de los problemas mas frecuentes de los biopolimeros, su afinidad por el
agua causa problemas como poca adhesion con las matrices poliméricas, por lo que
se han desarrollado procesos llamados pretratamientos para disminuir su capacidad
hidrofilica. Ademas, se ha reportado en diversos estudios que aplicar pretratamientos
a las fibras vegetales mejora sus propiedades de humectabilidad, modifica la
microestructura, la topologia de la superficie y los grupos quimicos de la superficie, asi
como la fuerza de tension (Merkel et al., 2014; Rizal et al., 2020). Existen diferentes
pretratamientos, estos pueden ser quimicos, enzimaticos, fisicos o la mezcla de varios.
Ademas, se pueden agregar factores como temperatura, tiempo y concentracién que
logran diferentes resultados. La utilizacién de cada pretratamiento depende de las
caracteristicas que se requieran y el tipo de fibra con la que se esta trabajando, ya que
cada tipo de fibra contiene diferentes porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina

en su estado natural.

Esta investigacion sera un trabajo de colaboracion entre el Centro de Tecnologia
Avanzada CIATEQ y el Centro de Publico de Investigacion CIATEJ. Sera en CIATEJ
donde se realizara el desarrollo de los pretratamientos para la fibra de acuerdo a las

necesidades estipuladas por CIATEQ, quienes seran los que haran la formulacién del
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biopolimero. Posteriormente CIATEJ hara los analisis de biodegradabilidad del

material compuesto de acuerdo a el método estandar ASTM D5338.

Para la modificacién de las propiedades de las fibras, se aplicaran tres tipos de
pretratamientos en diferentes concentraciones a la fibra (quimico con hidréxido de
sodio, acido sulfurico y enzimatico) a diferentes concentraciones y por diferentes
lapsos de tiempo. El propdsito es definir que pretratamiento genera las mejores
caracteristicas quimicas en el bagazo de agave para su adhesién con una matriz
biopolimérica derivada de acido poli lactico o almidon termoplastico (PLA o TPS). Las
caracteristicas evaluadas seran la composicién quimica y propiedades morfologicas
de la fibra, asi como su capacidad de adhesion con la matriz biopolimérica y la

biodegradabilidad del biocompuesto.
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Il. Marco tedrico

I1.1 Polimero

Los polimeros son sustancias quimicas de naturaleza organica que se componen de
cadenas largas e intrincadas de atomos. Las bases de estas cadenas de atomos son
enlaces de hidrégeno, carbono, nitrégeno y oxigeno. Los materiales como el caucho,
las proteinas, las resinas y los azucares provienen naturalmente de la polimerizacién
o encadenamiento de moléculas sencillas a las que se les conoce como mondmeros

(Encyclopaedia Britannica Publishers 1.Vol 12, 1995).

Los mondmeros pueden combinarse de multiples formas para dar forma a diferentes
polimeros. Los polimeros mas sencillos son conocidos como homopolimeros, los
cuales estan formados por el mismo tipo de mondmeros y contienen pocas impurezas.
En cambio, se les conoce como copolimeros a las combinaciones de mondémeros que
son diferentes entre ellos por su estructura o composicion; La cantidad presente en el
copolimero de cada tipo de mondmero es lo que determinara sus propiedades

quimicas y fisicas (Gad and Services, 2014).

Los polimeros poseen alta resistencia a la tensidn y golpes, son elasticos y se dilatan
con la temperatura y en general son inatacables por agentes de la atmédsfera. Estas
caracteristicas son posibles gracias a la longitud y flexibilidad de las cadenas
moleculares que los conforman. Otras de sus caracteristicas son la baja densidad, se
pueden tefir con facilidad y son facilmente moldeables ya que no poseen un punto de
fusién determinado, sino un rango de temperatura en el cual el polimero se convierte
en un material viscoso y blando (Encyclopaedia Britannica Publishers |.Vol 12, 1995).
En resumen, los polimeros son un material altamente util para la vida diaria, y con el
descubrimiento de la produccion a gran escala gana una cualidad mas, se convierte
en un material sumamente economico. Los polimeros se dividen en clases segun su

composicidén quimica.
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1.2 Clases de polimeros

1.2.1 Polimeros inorganicos

Los polimeros inorganicos son macromoléculas en las que la principal cadena
molecular esta compuesta por atomos distintos al carbono. Algunos ejemplos de
polimeros inorganicos incluyen polisilanos (enlaces Si-Si), polisiloxanos (enlaces Si-O
o siliconas), polisilazanos (enlaces Si-N), polisulfuros (enlaces S-S), polifosfacenos
(enlaces P-N), poliborazilenos (enlaces B-N), y politiazilos (enlaces S—N) (Gad and
Services, 2014).

1.2.2 Polimeros organicos

Los polimeros organicos son macromoléculas en las cuales su cadena principal esta
compuesta al menos parcialmente por atomos de carbono junto con atomos de
nitrégeno, oxigeno entre otros. Los polimeros organicos ademas se pueden clasificar
en naturales y sintéticos. Se consideran naturales los que provienen directamente de
la naturaleza sin accion antropomorfica (Ej. Almidon, celulosa, pectina, quitina) y los
sintéticos se consideran los que provienen directamente de la accidon antropomorfica

(Ej. Acrilico, polipropileno, polietileno) (Gad and Services, 2014).

El término plastico se aplica a polimeros de distintas estructuras y naturalezas que
carecen de un punto fijo de ebullicion, que por lo general se convierten en un material
flexible y elastico a ciertos rangos de temperatura, lo cual permite que se les moldee
en diferentes formas y pueda ser utilizado en para diferentes aplicaciones. Empero el
termino plastico es utilizado de forma estricta para materiales que fueron logrados por
un proceso de polimerizacién artificial de los atomos de carbono en las largas cadenas
moleculares de los compuestos derivados del petréleo (Encyclopaedia Britannica
Publishers I. Vol 11, 1995). Por lo tanto, se considera un polimero sintético. Los
polimeros organicos que provienen de recursos renovables pueden ser
biodegradables, es decir que pueden ser degradados por agentes del medio ambiente
(Hassan, Bai and Dou, 2019).
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1.3 Polimeros biodegradables

1.3.1 Propiedades de los polimeros biodegradables

La propiedad de biodegradabilidad de un polimero no depende del material del que
proviene, sino de su estructura quimica. Los biopolimeros estan conformados por
bloques de quimicos repetitivos llamados mondmeros que provienen de recursos
renovables y pueden degradarse por agentes del medio ambiente. Estos monémeros
consisten de carbono (C), oxigeno (O), hidrogeno (H) y nitrégeno (N) (Mohiuddin,
Kumar and Haque, 2017). La celulosa, el almidon, la quitina, las proteinas, los
péptidos, el ADN y el ARN son ejemplos de biopolimeros, estos estan conformados
por monoémeros como azucares, aminoacidos y nucleétidos (Hassan, Bai and Dou,
2019). Las propiedades fisico quimicas de los polimeros (Dureza, conductividad de
electricidad y calor, resiliencia, resistencia a la corrosion, color y transparencia)
dependen del tipo de mondmeros con los que estan conformados, asi como del orden

o patrén de sus enlaces y de su grado de polimerizacion (Kabir et al., 2020).

Los biopolimeros pueden ser clasificados en cinco categorias dependiendo el material
del que se originan y su método de produccion. Los provenientes de plantas (almidén,
celulosa, zeina y pectina); los procedentes de animales y productos lacteos (caseina,
proteina de suero, gelatina, quitosano y lipidos); los resultantes de productos
fermentados (Polihidroxibutirato (PHB) y polihidroxialcanoatos (PHA)); los que
provienen de la sintesis quimica de substancias naturales (acido poli lactico (PLA)); y
finalmente los biopolimeros obtenidos de la sintesis de recursos fésiles (poli-

caprolactonas (PCL) y poliesteramidas (PEA)) (Vieira et al., 2011).
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Fuente de Biopolimeros

Plantas

Animales

Microorganismos

Sintetizacion Quimica
(Origen Natural)

Sintetizacion Quimica
(Recursos fosiles)

Polihidroxibutirato

Poliesteramidas

| Acido poli lactico

(PHB) (PLA) (PEA)

— Almidon — Caseina

Proteina de Polihidroxialcanoatos

—— Celulosa
Suero (PHA) (PCL)

Poli-caprolactonas

— Pectina — Gelatina

— Zeina — Quitosano

— Lipidos

Figura 1. Tipos de materias primas requeridas para sintesis de biopolimeros.
Adaptado de (Kabir et al., 2020).

Los biopolimeros a base de almidon son altamente utilizados debido su abundancia y
la facilidad con la que se procesa, estos pueden provenir del trigo, la tapioca, la papa
y el maiz. El almidon actua como un polimero de forma natural. Los biopolimeros a
base de celulosa se componen de glucosa y es el polimero mas obtenido de recursos
naturales (Hassan, Bai and Dou, 2019), este se puede extraer casi de cualquier planta,
pero las mas utilizadas para su obtencion son el algodon, el yute, sisal, cascara de
coco, maiz, agave y cailamo. Los biopolimeros de acido lactico estan formados a base

de lactosa, la cual puede ser extraidos del maiz, la papa, el trigo y la remolacha.

El desarrollo de procesos de produccion eficientes para materiales como los
biopolimeros se origina debido a la preocupacion por el aumento en la contaminacion
al medio ambiente, generados por la mala disposicion de productos plasticos, en
particular de los plasticos de un solo uso. Debido a que el reciclaje no es
econdmicamente viable para todos los productos hechos de polimeros a base de
petréleo, se buscaron otras alternativas. Un biopolimero cien por ciento degradable
pude ser utilizado como producto desechable, ya que al degradarse genera
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practicamente los mismos productos finales que un desecho organico al final de su

vida, y por lo tanto no sera igual de contaminante que un plastico sintético. Si estos

polimeros son etiquetados como compostables en estandares internacionales,

entonces pueden ser compostados en plantas industriales de composteo.

Aunque la produccion de biopolimeros es significativamente mas pequefia que la de

los plasticos convencionales, lentamente van entrando al mercado y remplazando

algunos tipos de plasticos provenientes del petroleo. En la siguiente tabla se indican

algunas de las aplicaciones para las que se estan utilizando (Folino et al., 2020). Se

puede observar en la Tabla 1 que los bioplasticos mas utilizados en el mercado son

los que son a base de almidén y a base de acido poli lactico (PLA).

Tabla 1. Uso de bioplasticos

Fuente del Bioplastico

Uso

A base de celulosa

Empaques
Esponjas
Aplicaciones electrénicas

A base de almidén

Pelicula

Materiales rigidos (Platos y cubiertos)

Empaques

Productos médicos
Agricultura

Bolsas de un solo uso

A base de PLA

Empaques

Productos desechables
Aplicaciones electrdénicas
Fibras

Productos médicos
Productos para construccién
Agricultura

Textiles y pelicula

Productos médicos

A base de PHA Agricultura
Empaques

Productos médicos
A base de petréleo Empaques
Agricultura

Adaptacion de (Folino et al., 2020).
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11.3.2 Acido poli lactico (PLA)

El PLA es un polimero termoplastico de alta resistencia y alto médulo. Se produce a
partir de recursos renovables como la caina de azucar o almidon de maiz. Este
polimero se considera compostable y biodegradable. Para producir el PLA se utiliza
fermentacién bacteriana para producir acido lactico, el cual es convertido en el dimero
de lactida para eliminar la molécula de agua que evita la produccion de polimeros de
alto peso molecular. Este dimero se polimeriza para formar PLA sin la produccién de
agua (McKeen, 2012).

. g CH3 0 CHj
H3C OH H3C 7 | |

N/ ‘ | /[L

/

CH 0 | | )
\ -water (|) (| H I IU/ N \CH ()/ \('/
HO 0 \c/ N || | ||
I o 0 CH; 0
O L _n
Acido LActico Monémero de Acido Poli lactico
lactida ciclica

Figura 2. Conversion de acido lactico a acido poli lactico. (McKeen,
2012).

Entre sus desventajas podemos encontrar su poca dureza, es un material hidrofébico
y tiene una tasa de biodegradacion lenta, la cual dependera de la cristalinidad del
material y de su peso molecular y podria generar problemas al momento de su desecho
(Casalini et al., 2019).

Las principales ventajas del PLA son que puede ser producido a partir de un recurso
renovable, que es biodegradable, reciclable y es compostable. La produccion de este
polimero requiere 25%-55% menos energia que la produccion de un polimero a base
de petréleo y tiene mejor procesabilidad termal que otros biopolimeros. Esta
estabilidad termal puede ser aumentada reforzando el polimero con fibras (Oksman,
Skrifvars and Selin, 2003; Casalini et al., 2019).
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11.3.3 Almidén termoplastico

El almidén esta compuesto por hidréogeno, carbono y oxigeno (CsH100s5) y por lo tanto
pertenece a la clase de carbohidratos compuestos organicos. También se le considera
como un polimero de glucosa debido a que las unidades de glucosa estan conectadas
por un atomo de oxigeno, que conecta el atomo de carbono 1 de una unidad de glucosa
al atomo de carbono 4 de la siguiente unidad de glucosa. A este tipo de enlace se

llama enlace glucosidico (Nafchi et al., 2013).

Las ventajas mas importantes del almidon como material incluyen su bajo costo, su
abundancia y la disponibilidad que hay de ella en los cultivos. Entre sus desventajas
podemos encontrar que tiene alta solubilidad y puede perder sus propiedades en la
presencia de humedad debido a sus grupos hidroxilo (De Carvalho, Curvelo and
Agnelli, 2001). Ademas, ha sido reportado en diferentes estudios que el mezclar fibras
con el TPS aumenta su resistencia a la traccion, disminuye su deformacion y aumenta

el modulo de Young (Pérez-Pacheco et al., 2016).

1.4 Polimero compuesto

Los polimeros compuestos son un material conformado por una matriz polimérica la
cual puede ser de origen natural o sintético que se mezcla con algun tipo de fibra, estas
igualmente pueden ser sintéticas o naturales (Joseph et al., 2002; Shanks, Hodzic and

Wong, 2004). Las fibras le proporcionan estructura al material resultante.

Para desarrollar un polimero compuesto biodegradable se deben utilizar componentes
que tengan la capacidad de descomponerse por contacto con elementos del medio

ambiente al ser desechados.
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Polimero compuesto

Matriz polimérica Fibra

Origen Natural

- Sintetica (animal o vegetal) [

Origen Natural
—  (producidos por Sintética —
organizmos vivos)

Figura 3. Esquema general de polimeros compuestos.

1.5 Biodegradabilidad

Se pude de definir biodegradabilidad como la capacidad de un material para
descomponerse después de interacciones con elementos biologicos. Por ejemplo, la
acciéon de enzimas y / o descomposicidn quimica que esta asociada a organismos
vivos, como bacterias, hongos, etcétera (Zhong et al., 2020). Existen otros procesos,
como por ejemplo la foto-degradacion, biodegradacidén mecanica, biodegradacion
térmica, oxidacion e hidrolisis que son importantes a considerar, ya que también tienen
un impacto de degradacion en la estructura y las cadenas de los polimeros (Lucas et
al., 2008). Los productos finales (en una completa mineralizacion) de los polimeros
biodegradados tipicamente incluyen CO2, CH4, Agua, biomasa y otras sustancias
naturales (Banik, Dey and Sastry, 2017).

El proceso quimico puede ser resumido a las siguientes ecuaciones:
Condiciones aerdbicas:
C polimero+ O2 —— CO2+ H20 + C residuo + C biomasa + Sales
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Condiciones anaerdbicas:
C polimero =™ CO2+ CH4 + H20 + C residuo + C biomasa + Sales
*(C = carbon)

En una mineralizacion total (o biodegradacién), no debe quedar ningun residuo del
material original. El producto debe estar convertido totalmente en productos gaseosos
y sales. Por lo que en un biopolimero se debe incluir el porcentaje de biodegradacion
que puede tener, ademas de los posibles subproductos que pueden liberarse y su

impacto en el medio ambiente (Grima et al., 2000).

1.L5.1 Biodegradabilidad de polimeros

Muchos polimeros son altamente estables, por lo que dificiimente se biodegradan al
tener contacto con agentes bioldgicos. Los polimeros biodegradables se consideran
aquellos que, al ser desechados logran biodegradarse por la eliminacion hidrolitica o
enzimatica de sus enlaces. Los biopolimeros pueden ser disefados para
descomponerse al ser enviados a tiraderos de basura, al ser compostados o al ser
enviados a plantas de degradacion anaerobica (Goswami and O’Haire, 2016). De esta

forma el desecho no permanecera por largo tiempo en el medio ambiente.

El proceso de biodegradacién tiene diferentes fases: deterioracion, fragmentacion y
asimilacion (incluyendo la participacion abidtica). La deterioracion es la modificacion
quimica o fisica que sufre la superficie de un material por accion mecanica, quimica o
enzimatica al ser desechado. Posterior a la deterioracién ocurre la fragmentacion, la
cual es un proceso de lisis, en el cual se deben romper varios enlaces para obtener los
mondmeros. Esta tarea también es cumplida por accion mecanica, quimica o
enzimatica. Finalmente, la asimilacién es el evento en el cual ocurre una integraciéon
de los atomos de los fragmentos del polimero dentro de las células microbianas. Esta
integracion le provee a las bacterias de energia y recursos para formacion de su

estructura celular. Estas asimilaciones también permiten a los microorganismos crecer
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y reproducirse al tiempo que aprovechan como sustratos materiales poliméricos (Lucas
et al., 2008). El proceso de biodegradacion de los biopolimeros puede ocurrir bajo

diferentes ambientes, aerobio o anaerobio (Grima et al., 2000).

1.5.2 Biodegradacién de bioplasticos bajo diferentes condiciones

El proceso de biodegradacién puede ocurrir en dos diferentes ambientes, aerobio (en
presencia de oxigeno) o anaerobio (sin oxigeno disponible). Estos ambientes se
subdividen en dos nuevamente; en ambiente sdlido (en tierra) y ambiente acuatico (en
agua), por lo que se puede considerar que son cuatro ambientes posibles donde puede

ocurrir un proceso de biodegradacién (Grima et al., 2000).

En un ambiente anaerobio, no debe haber presencia de oxigeno, y puede tener dos
rutas: Fermentaciéon anaerdbica, cuando la materia organica puede actuar como
donador de electrones o receptor, y la respiracion anaerdbica en la que se requiere un
aceptor como CO2, SO4%, NO3" (Quecholac-Pifia et al., 2020). Los elementos que

deben existir para la biodegradacion anaerobia de biopolimeros son:

e Medio ambiente apropiado con la temperatura, potencial redox, pH vy

concentracion de hidrogeno adecuados.

e Concentracibn de microorganismos adecuados a las caracteristicas del

polimero que sera el sustrato (Quecholac-Pifia et al., 2020).

En un ambiente aerobio deben existir los siguientes elementos para la biodegradacion

de un biopolimero:

e Organismos con las capacidades metabdlicas apropiadas para sintetizar

enzimas especificas para el polimero a biodegradar.

¢ Medio ambiente con humedad, temperatura, oxigeno y sales a niveles

adecuados.
e El sustrato, en este caso el polimero debe tener caracteristicas como enlaces

quimicos, grado de hidrofobicidad, grado de polimerizacién, peso molecular y
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cristalinidad adecuados para su biodegradacion (Grima et al., 2000; Folino et
al., 2020).

El compostaje es un método aerobio que puede lograr la descomposicidn de residuos

cuando existen las condiciones adecuadas (Meena et al., 2021).

1.6 Compostabilidad

11.6.1 Fases de la compostabilidad

El compostaje es un proceso biolégico que ocurre solamente en condiciones
aerobicas, es decir en presencia de oxigeno. Con las condiciones adecuadas de
humedad de sustrato, temperatura, pH, aeracion y tasa de carbono: nitrégeno ocurre
una transformacion de residuos organicos, esto con la ayuda de microorganismos, los
cuales descomponen la materia organica en agua (H20), didxido de carbono (CO?) y
calor. En este proceso también se genera un sustrato sélido con menor carbono y
nitrégeno, pero mas estable. A este sustrato se le llama composta (Meena et al., 2021).
Podemos observar en la siguiente ecuacion las entradas y salidas del proceso de

compostaje:
Materia organica + O2(oxigeno) +microorganismos — CO2+ H20 + composta + calor

El proceso de compostaje conlleva cuatro fases, las cuales son diferenciadas por sus
cambios en la temperatura: Fase mesofilica, fase termofilica, fase mesofilica (parte 2),

y fase de maduracién (Meena et al., 2021).

11.6.2 Fase mesofilica

La primera fase, llamada mesofilica se caracteriza por llegar a la temperatura de 42
°C, la cual puede durar desde algunas horas a un par de dias. Este aumento de
temperatura ocurre debido a la actividad metabdlica de grupos heterogéneos de
organismos, ya que asimilan en su organismo nitrogeno y carbono de la materia

organica. El pH de la composta puede bajar hasta 4.5 — 5.5 debido a la produccién de
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acidos organicos por la descomposicion de compuestos solubles como azucares
(Mortier, Velghe and Verstichel, 2016; Meena et al., 2021).

11.6.3 Fase termofilica

Cuando la temperatura de la composta llega a una temperatura mayor a 45 °C, los
microorganismos mesofilicos son remplazados por organismos termofilicos, los cuales
pueden crecer a mayores temperaturas. Este tipo de microorganismos permiten la
degradacion de compuestos complejos como la celulosa y la lignina (Datta et al., 2017,
Meena et al., 2021). En este punto, hay una conversion de nitrégeno a amonio, lo cual
resulta en un aumento del pH hasta de 8-9. A esta fase se le conoce como la fase de
higienizacion, ya que las altas temperaturas (por arriba de los 55 °C) de la composta
matan contaminantes como bacterias de materia fecal (Escherichia coli, Salmonella

sp.), esporas patégenas, etc. (Meena et al., 2021).

11.6.4 Fase mesofilica (Parte Il)

Al momento en el que las fuentes de nitrégeno y carbono se terminan en el sustrato,
se puede observar que la temperatura comienza a bajar, y vuelve a encontrarse en un
rango de 40-45 °C. En este punto, continua la biodegradacién de polimeros como la
celulosa. Conforme la temperatura sigue bajando, se reactivan los organismos
mesofilicos, el pH de la composta se mantiene con un alcalino. Este proceso de
enfriamiento puede durar incluso semanas (Sundberg, Smars and Jonsson, 2004;
Meena et al., 2021).
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11.6.5 Fase de maduracion

En la fase de maduracién la temperatura de la composta baja a un rango de 20-30 °C,
en esta fase se condensan compuestos de carbono y ocurre la polimerizacion, lo cual
permite la formulacion del acido fulvico y el acido humico. Se puede definir como
composta “madura” aquella que no causa efectos adversos cuando es utilizada en
plantas. Una composta inmadura e inestable puede causar efectos adversos, ya que
por el exceso de actividad microbiolégica puede causar autocalentamiento (Wichuk
and McCartney, 2010; Meena et al., 2021).

Tabla 2. Clasificacion de pruebas de composta.

Categoria de prueba Tipos de prueba para maduracion
Temperatura de la composta
Fisica y sensorial Color
Olor
Respiracion media como produccion de CO/dia
Bioldgica (Planta 'y (Incluyendo capacidad de autocalentamiento)
microbioldgica) Fitotoxicidad

Actividad enzimatica

Relacion de Carbon: Nitrogeno
Materia organica

Parametros de humificacion
Capacidad de intercambio de cationes
Quimica Capacidad de conduccidn eléctrica

pH

Amonio y nitrato

Carbono organico disuelto

Adaptacion de (Wichuk and McCartney, 2010).
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11.6.5.1 Respiracion

La prueba de respiracion proporciona una forma de medicion de la actividad biolégica
presente en la composta, la cual en condiciones Optimas demuestra el grado de
descomposicidn que hay en la materia organica. En teoria mientras mas alto sea el
grado de descomposicion de la materia organica, menor deberia ser el grado de
actividad microbiana y por lo tanto la tasa de respiracion deberia ser menor. La tasa
de respiracion se puede observar en la produccion de didxido de carbono o en el
consumo de oxigeno ya que los organismos utilizan oxigeno y respiran dioxido de

carbono durante una descomposicion aerobia (Wichuk and McCartney, 2010).

Al momento de llegar a un punto de maduracion, se debe observar una clara
disminucion del consumo de oxigeno, ya que tedricamente la actividad microbiana
disminuye al disminuir la disponibilidad de materia organica. También se debe observar
una clara disminucion de la produccion de didéxido de carbono al estabilizarse la
composta también debido a la disminucion de actividad microbiana en la composta
(Wichuk and McCartney, 2010).

I1.7 Fibras naturales

La definicidn simple de las fibras naturales es que son fibras no sintéticas o artificiales,
y pueden provenir de plantas o animales. Las fibras naturales tienen el potencial para
ser utilizadas como remplazo a fibras sintéticas con algunos beneficios agregados,
como su bajo costo, baja densidad, propiedades de fuerza especifica aceptables,
recuperacion de energia, son neutras en CO2 y son biodegradables (Fitch-Vargas et
al., 2019; Karthi et al., 2019). Sin mencionar que la energia requerida para la
produccion de fibras naturales es solamente el 17% de la requerida para la produccion
de fibra de vidrio (Zhong et al., 2020). Estas caracteristicas convierten a las fibras
vegetales en una opcion viable econdmicamente y con buenas caracteristicas para

proporcionar estructura a diferentes tipos de polimeros.

En muchos paises existen cultivos de diferentes productos vegetales cuyos desechos

pueden ser utilizados para produccion de bioplasticos (Pickering, Efendy and Le,
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2016). La ubicacion geografica del cultivo del que se obtendra la fibra es un factor
importante, ya que de esto depende el tipo de fibra disponible. El aprovechamiento de
recursos cercanos a el lugar donde se planea la produccion de polimeros compuestos
tiene un beneficio agregado, ya que el costo y contaminacién que generan los procesos
de transporte y logistica se reducen considerablemente. Ademas, este ahorro se

traduce también en el costo final del material producido.

Algunas de las especies de plantas utilizadas para la obtencion de fibra son el yute,
el caflamo, bagazo de canfia, linaza, sisal, entre otras (Radoor et al., 2020). Se utilizan
estas plantas debido a las propiedades naturales de sus fibras, las cuales estan
influenciadas por la estructura quimica, es decir por su contenido de celulosa, grado
de polimerizacion y orientacién de la cristalinidad (George, Sreekala and Thomas,
2001). Segun estudios previos, las propiedades de los materiales compuesto de fibra
natural son diferentes entre si, debido a los diferentes tipos de fibras, fuentes y

condiciones de humedad.

Las fibras vegetales estan constituidas principalmente por celulosa, lignina y
hemicelulosa en diferentes porcentajes dependiendo de la especie de la planta.
Aunque no son los unicos componentes son los mas abundantes en las fibras

vegetales.

1.8 Componentes de la fibra

11.8.1 Celulosa

La celulosa es considera como uno de los polimeros organicos mas comunes,
representa alrededor de 1.5x10'2 ton del total de la produccion anual de biomasa en el
mundo (Klemm et al., 2005). Se tiene la creencia de que es un material de procedencia
natural casi inexhaustible. La estructura especifica de este polimero organico es lo que
le da tanta importancia, ya que fusiona la quimica de carbohidratos y polimeros en una
macromolécula. Esta macromolécula esta compuesta por unidades de glucosa que
son repetitivas, lo que genera que tenga funciones diversas, reactividad y especificidad
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alta. Las interacciones intermoleculares, reacciones de reticulacion, longitudes de
cadena, la distribucion de longitud de cadena y la distribucion de grupos funcionales
en las unidades repetitivas de glucosa y a lo largo de las cadenas de polimeros son lo
que determina las propiedades y las reacciones de la celulosa (Klemm et al., 2005).

Es decir, que la morfologia de la celulosa es la que determina sus caracteristicas.

La estructura de las cadenas de glucosa es diferente al inicio y al final de la cadena, y
estan unidas por enlaces glucosidicos. Al inicio de la cadena comienza con una unidad
de D-glucosa con un grupo C4-OH, este lado no esta reducido; el final de la cadena
esta reducido y termina con un grupo C1-OH, que se encuentra en equilibrio con la
estructura de aldehido. Las cadenas de glucosa se agrupan gracias a los enlaces de
hidrégeno que se generan entre ellas, esto permite que se organicen en una estructura
similar a la que tienen los cristales y puedan mantener una red plana (Merkel et al.,
2014).

Las propiedades hidrofilicas, de quiralidad, de biodegradabilidad y la alta variacion
quimica que se inicia por la reactividad donadora de los grupos OH, son gracias a la
estructura molecular que tiene la glucosa. Las redes formadas por las cadenas de
glucosa también proporcionan las caracteristicas de cristalinidad de las fibras y da la
celulosa diferentes estructuras. Es por esto que podemos decir que las propiedades
de la celulosa son determinadas por el orden jerarquico que se define en la estructura

y la organizacion supramolecular (Thakur and Thakur, 2014).

Las cadenas individuales de celulosa (Figura I) se combinan una con otra para formar
una microfibrilla, con un diametro aproximado de 3.5 nm, estas a su vez se acomodan
en grupos de 20-50 nm de didmetro formando una estructura conocida como celulosa
microfibrilar. Estos grupos de celulosa microfibrilar son los que componen la fibra
celulosa. Las fibras de celulosa se encuentran asociadas sustancias como la lignina,
pectina, hemicelulosa, grasas y proteinas (Merkel et al., 2014) es por eso que se les
da pretratamiento a las fibras, para lograr la separacién de estas sustancias y obtener
mayor cantidad de celulosa. En resumen, se puede decir que la funcién biolégica y las

numerosas aplicaciones de la celulosa son gracias a su morfologia.
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Figura 4. Estructura molecular de la celulosa (n=DP, grado de polimerizacion) (Klemm
et al., 2005).

1.8.2 Lignina

En las paredes celulares de las plantas, se encuentra un compuesto organico
aromatico llamado lignina (Datta et al., 2017). La lignina se compone de un gran grupo
de polimeros aromaticos, estos resultan de el acoplamiento combinatorio oxidativo de
4-hidroxi fenilpropanoides. Por lo general estos polimeros se encuentran en las
paredes de las células, y tienen la funcidn de hacerlas rigidas e impenetrables
(Vanholme et al., 2008). La lignina junto con la hemicelulosa, con la que esta unida
covalentemente proporcionan las capacidades a la pared celular para permitir que las
plantas crezcan hacia arriba. También proporcionan al sistema vascular la

hidrofobicidad necesaria para el transporte de agua y solutos (Vanholme et al., 2008).

Las reacciones de acoplamiento radical son esencialmente el proceso por el cual
ocurre la biosintesis de la lignina. Algunas veces estas reacciones de acoplamiento
radical son seguidas por la adicibon de agua o de grupos hidroxilo primarios,
secundarios y fendlicos a intermediarios de quinonemetida. Esto conlleva a la
formacion de polimeros tridimensionales que carecen de las unidades de repeticion
regulares y ordenadas como se pueden encontrar en tipos de polimeros naturales
como la celulosa y las proteinas. Es por eso que la lignina no es considerada como
un compuesto definido, sino como un compuesto de materiales que son fisica y

quimicamente heterogéneos (Liu, Luo and Zheng, 2018).

Los principales elementos estructurales de la lignina son alcoholes de hidroxicinnamilo,
alcohol coniferilico y alcohol sinapilico, con cantidades normalmente menores de

alcohol p-cumarilico (Vanholme et al., 2008). Debido a la estructura compleja de la
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lignina y su naturaleza recalcitrante, su degradacion es un gran desafio (Datta et al.,

2017), especialmente en ambientes anaerobios (Banik, Dey and Sastry, 2017).

11.8.3 Hemicelulosa

La hemicelulosa es uno de los componentes de las fibras vegetales, es un polimero
que tiene una estructura aleatoria y amorfa con poca fuerza y conforma del 20% al
30% de las paredes celulares de las plantas. Sus cadenas de azucares son mas cortas
que las de la celulosa, es el segundo carbohidrato mas abundante después de la
celulosa y es un polisacarido (Mosier et al., 2005). Se distribuye principalmente en la
pared celular primaria, pero es posible encontrar hemicelulosa en la pared secundaria.
A nivel molecular se encuentra entre las moléculas de celulosa y en las regiones

micelares cristalinas de la celulosa (Whistler, 2012).

La hemicelulosa esta constituida por cadenas largas y altamente ramificadas. Por lo
general consisten en una cadena larga en forma lineal que se considera como la
principal y numerosas ramas cortas que consisten en una o varias unidades de azucar
qgue normalmente son de un tipo diferente a las que componen la cadena principal. Los
monomeros de azucar que la conforman son glucosa, manosa, arabinosa y xilosa. Se
le clasifica a la hemicelulosa en dos tipos, la A (HCA) que es poco soluble en agua y
la B (HCB) que si es soluble en agua (Yilmaz Celebioglu et al., 2012).

1.9 Revalorizaciéon de desechos agroindustriales

Los desechos agroindustriales son se refieren a el desperdicio proveniente de los
campos de cultivo y de la industria relacionada a la agricultura. Estos residuos pueden
ser vegetales, frutas, piel de vegetales o frutas, bagazo, residuos de almiddén etc. Son
residuos que se desechan en grandes cantidades y pueden ser convertidos en
productos de valor. Algunos ejemplos son la generacion de energia, la produccion de
biocombustibles, la generacion de biogas y la produccion de materiales

biodegradables. Dependiendo de las caracteristicas de cada sustrato se pueden
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producir diferentes tipos de productos (Yaashikaa, Senthil Kumar and Varjani, 2022).
Un desecho agroindustrial de gran importancia en México es el bagazo de agave
proveniente del Agave tequilana Weber var. azul, el cual se utiliza para la produccion
de tequila. El bagazo representa el 40% del volumen total del agave una vez que se

utiliza para la produccion de tequila (Nufiez, Rodriguez and Khanna, 2011).

.10 Agave tequilana Weber var. azul

El Agave tequilana Weber var. azul es una especie de agave endémica de México que
es utilizada para la produccién de tequila. Debido su estatus de Denominacion de
Origen del Tequila (DOT), el Agave tequilana Weber var. azul debe ser producido solo
en el estado de Jalisco, y algunos municipios de Guanajuato, Nayarit, Michoacan y

Tamaulipas (Consejo-Regulador-del-Tequila, 2019).

Gracias a la produccion de tequila, se genera una oportunidad en México para el
desarrollo de biopolimeros. Esto se debe a que uno de los principales desechos del
proceso de produccion es el bagazo de agave, una fibra con alto contenido de celulosa.
Debido a la creciente demanda de tequila en el mundo, su produccién ha ido en
aumento y en consecuencia ha aumentado la cantidad de bagazo de agave que se
desecha en campo abierto. A pesar de ser un desecho organico, las altas cantidades
de bagazo en un mismo lugar genera un dafo al medio ambiente. El bagazo representa
el 40% del peso total de la pifia del agave. De acuerdo con lo publicado por el consejo
regulador del tequila en Jalisco, la produccion de tequila aumenté un 41.2% en el
periodo de enero — noviembre 2021 a comparacion con el afio anterior (2020)
alcanzando los 487.3 millones de litros tequila. Se utilizaron 1 millén 866 mil toneladas
de agave, también obteniendo un aumento del 43.5% respecto al afo anterior.
Siguiendo con esta tendencia de crecimiento se estima que para el cierre del 2022 se
consuma por arriba de los 2 millones de toneladas de agave (Consejo-Regulador-del-
Tequila, 2022). Generando por consecuencia alrededor de 800,000 toneladas de

bagazo al afio, el 40% del volumen de agave.
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El agave se cosecha o en términos de tequila, se jima cuando la planta tiene entre 4 y
6 anos. Este proceso conlleva remover las hojas de la planta y dejar al descubierto el
centro de la planta, conocido coloquialmente como “pifia”. Estas pifias pasan por un
proceso de coccion, posteriormente son exprimidas para extraer los jugos, los cuales
seran procesados para la produccion del tequila. La parte fibrosa de la pifia que queda
al final del proceso de extraccidon de los jugos es conocida como el bagazo de agave.
Gracias a estudios anteriores, se sabe que el bagazo tiene un alto contenido de
celulosa. En 2010, Saucedo-Luna reportdé un contenido de celulosa del 42%, el cual
demuestra el potencial que tiene esta fibra para ser utilizada para reforzamiento de

polimeros en materiales compuestos por fibras naturales.

.11 Materiales compuestos con fibras naturales

11.11.1 Unién interfacial fibra natural / polimero

Las fibras naturales tienen una alta capacidad hidrofilica , esto se debe a la interaccién
que puede ocurrir entre los grupos hidroxilo en los componentes de las fibras y las
moléculas de agua (Diani and Gall, 2006). Es un proceso de hidratacion, el cual ocurre
con la interaccion que existe entre los grupos OH accesibles en la fibra y el agua. Este
proceso, se originan en la region no cristalina y se extiende hasta la region cristalina
de la fibra. La molécula de agua absorbida por la molécula de celulosa y se forma
hidrato de celulosa. Esta reaccion es exotérmica, lo que proporciona fuerza motriz para
una mayor absorcién. Esta caracteristica hidrofilica de las fibras es la razon principal
por la que la adhesién de las fibras naturales con la matriz polimérica se ve afectada

de forma negativa, ya que las matrices poliméricas son hidrofébicas (Hao et al., 2018).

Es uno de los problemas mas frecuentes de los biopolimeros reforzados con fibras
naturales es la desunidn de los componentes con el tiempo principalmente debido a la
capacidad de absorcién de humedad de las fibras (Gassan and Bledzki, 1999). Esto
puede causar una disminucion en eficacia en las propiedades mecanicas del material

compuesto. De tal manera que es muy recomendables realizar un pretratamiento a las
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fibras naturales para modificar algunas de sus propiedades y que les confieran mayor

compatibilidad para formar matrices de materiales compuestos o biopolimeros.

1.11.2 Pretratamientos para las fibras lignoceluldsicas

La palabra pretratamiento indica un tratamiento previo a otro proceso, estos pueden
ser de diferente indole dependiendo de los objetivos que se quieran lograr. En este
proyecto se realizaran pretratamientos quimicos y/o enzimaticos a las fibras
lignoceluldsicas para que puedan ser mezcladas posteriormente con un polimero de
forma exitosa. La conclusion de diferentes estudios ha sido que los pretratamientos de
las fibras naturales resultan en una notable mejora en los bioplasticos compuestos con
fibras naturales (Oudiani et al., 2011; Pickering, Efendy and Le, 2016). Generalmente
las modificaciones realizadas a la biomasa se centran en utilizar grupos funcionales
reactivos, estos tienen la capacidad de cambiar la composicion de la estructura de las
fibras (Mohammed et al., 2015).

Los componentes no celuldsicos de las fibras (ceras, lignina y hemicelulosa) pueden
ser eliminados por medio de tratamientos quimicos o enzimaticos superficiales. De
esta forma se logran aumentar los sitios de reaccién y la fracciéon de volumen de la
celulosa que esta expuesta en la superficie. Esta modificacion ayuda a mejorar la
interaccidn quimica entre las fibras naturales y la matriz polimérica (Fitch-Vargas et al.,
2019; Dehouche et al., 2020; Madhu et al., 2020). Entre los pretratamientos que se
pueden utilizar se describen a continuacidn acido y enzimatico por ser relevantes para

este trabajo.

11.11.3 Pretratamiento acido

Uno de los métodos que se utiliza comunmente para mejorar las propiedades de la
biomasa lignocelulosica es el pretratamiento acido. Lo que se busca en este
pretratamiento es la descomposicion de la hemicelulosa y la disolucion de la lignina.
Hace uso de condiciones fisicoquimicas severas a base de una solucion acida a
diferentes concentraciones, ademas las condiciones incluyen factores de temperatura,

tiempo y proporcién solido/liquido de la biomasa y la solucién. La estructura y la
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interaccidn de los polimeros en la lignina se modifican durante el pretratamiento, lo que
finalmente logra que se degraden las interacciones con lignina del complejo y se
liberen los polisacaridos simples(Torres-Tello et al., 2017). (La disminucién de lignina
en las fibras vegetales mejora su interaccion con la matriz polimérica ya que

disminuyen las propiedades hidrofilicas de la biomasa.

11.11.4 Pretratamiento enzimatico

La aplicacién de enzimas para modificar la superficie de la fibra natural, como el
canamo, el lino, la lana y el algodon ha sido ampliamente investigada por la industria
(Konczewicz and Koztowski, 2012). La mayoria de las aplicaciones industriales estan
destinadas a mejorar las propiedades de la superficie de la fibra mediante la
eliminacion de componentes como lignina, grasas, ceras, proteinas y partes no
cristalinas. También puede lograr la descomposicion de hemicelulosa y/ o lignina
dependiendo del coctel enzimatico utilizado. Diferentes enzimas son utilizadas para
los pretratamientos enzimaticos, entre las mas comunes para pretratamiento de fibras
naturales son las celulasas, hemicelulasas y pectinasas (Bledzki et al., 2010). Para
este método de pretratamiento se hace uso de condiciones de temperatura, tiempo de
reaccion y concentracion de la solucion enzimatica, ademas de la seleccion del tipo de

enzimas a utilizar y proporcion soélido/liquido de biomasa y solucién.

Los pretratamientos son una herramienta importante para cambiar la estructura de la
biomasa lignoceluldsica, logrando liberar la celulosa de la intrincada red en la que se
encuentra con la hemicelulosa y la lignina (Amin et al., 2017). Ademas de aumentar la
fraccion de celulosa debido a la hidrdlisis de la hemicelulosa causada por los
pretratamientos. Con una mayor cantidad de celulosa disponible ademas se logra

aumentar la fuerza de la fibra respecto a la fibra sin tratar (Agbor et al., 2011).
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.12 Marco legal bioplasticos

1.12.1 NAE-SEMADET-010/2019

En el estado de Jalisco, México en el afno 2019 se establecen los criterios y
especificaciones técnicas ambientales para la produccién de bolsas de plastico y
popotes de un solo uso distribuidas o comercializadas en Jalisco. Esto con el objetivo
de establecer los criterios y especificaciones técnicas que se deben cumplir en la
produccion, distribucién y venta de estos productos (Periédico Oficial del Estado de
Jalisco, 2019).

Se define como bolsa de un solo uso o de acarreo aquella que fue elaborada con
materiales plasticos y que se entregan en establecimientos a los consumidores en los
puntos de venta. Y de acuerdo a la norma, a partir del 2020 toda bolsa de plastico para
acarreo que se distribuya y/o comercialice, en el Estado de Jalisco debe cumplir con

alguno de los siguientes requisitos:

1. Contener un porcentaje minimo de 40% de material reciclado conforme
a la norma.
2. Demostrar ser una bolsa producida con material biodegradable vy

compostable conforme a la norma.

La norma hace referencia a métodos estandar para comprobar durabilidad y

biodegradabilidad de los materiales en las bolsas de plastico y popotes de un solo uso.

e ASTM-D638-03, Método de prueba para determinar la propiedad de tension en
plasticos.

e ASTM-D882-02, Método de prueba para determinar la traccion en peliculas
plasticas.

e ASTM-D1238-04, Método para determinar el indice de fluidez de materiales

termoplasticos utilizando un plastometro.
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ASTM-D5338-15, Meétodo de prueba estandar para determinar Ia
biodegradacién aerdbica de materiales plasticos en condiciones de compostaje
controlado, incorporando temperaturas termofilicas.

ASTM-D6400-19, Especificacion estandar para el etiquetado de plasticos
disefiados para ser compostados aerdbicamente en instalaciones municipales
o industriales.

ASTM-D6868-03, Especificaciones para plasticos biodegradables usados como
recubrimientos en papel y otros sustratos compostables.

ASTM-D6954-18, Guia estandar para la exposicidén y prueba de plasticos que
se degradan en el medio ambiente mediante una combinacidon de oxidacion y
biodegradacion.

ASTM-D6988-03, Determinacion del espesor en peliculas plasticas.

Esta norma esta vigente en todo el estado de Jalisco desde el 31 de octubre del 2019,

a partir de esta fecha se pueden aplicar sanciones por su incumplimiento conforme a

las disposiciones de la Ley Estatal del Equilibrio Ecologico y la Proteccidn al Ambiente

y la Ley de Gestion Integral de los Residuos del Estado de Jalisco y su Reglamento

por conducto de la Procuraduria Estatal de Proteccion al Ambiente (Periddico Oficial
del Estado de Jalisco, 2019).
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lll. Planteamiento del problema

Se ha buscado mejorar el manejo de residuos plasticos alrededor del mundo, lo que
incluye su reuso, reciclaje y en algunos casos aprovechamiento para produccién de
energia. Aunque el porcentaje de reciclaje a nivel mundial es tan solo del 9% (Geyer,
Jambeck and Law, 2017).

En México la industria del plastico aporta el 0.4% del PIB del Pais y un 2.6% del PIB
manufacturero. En cuestion de empleos, representa 260,000 empleos directos y
500,000 empleos indirectos a nivel pais (Aguirrezabal Unamunzaga, 2019). La
busqueda de una alternativa al plastico debe tener un enfoque de conservacion de
empleos y generacion de innovacion que sea adaptable al modelo de la industria del
plastico. Debe ser una innovacién incremental considerando los modelos econdmicos

actuales.

Una de las alternativas al plastico son los polimeros compuestos. Estos son materiales
compuestos por fibras embebidas en una matriz polimérica. En este caso, las fibras
son naturales ya que provienen de un desperdicio agricola. Las fibras proveen de
fuerza y dureza al material, mientras que el polimero asegura la alineacién de las
fibras, hace transferencia de estrés y le provee de proteccion contra agentes externos
a la fibra. La matriz polimérica puede ser de polimeros a base de petrdleo o de fuentes
renovables, pero en el caso de los materiales biodegradables ambos componentes

deben ser de fuentes renovables y biodegradables.

Uno de los factores limitantes del uso de este tipo de materiales es la resistencia y la
hidrofobicidad de la fibra. Estos problemas se han trabajado en estudios previos con
algunos tipos de fibras y se ha determinado que con la ayuda de pretratamientos antes
de realizar la mezcla con el polimero se logra una mejor adhesion y una mejora en la
cantidad de celulosa presente, lo cual mejora aumenta la fuerza de fibra. Los
pretratamientos utilizados deben estar disefiados para cada fibra, ya que las fibras

vegetales tienen caracteristicas quimicas diferentes.

En el caso del bagazo de agave, solamente se ha utilizado para la formulacién de

polimeros oxxo-degradables, los cuales son materiales compuestos por un polimero a
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base de petroleo y una fibra lignoceluldsica sin pretratamiento. Este material logra una
disminucién del 30% en la utilizacion de plastico derivado del petrdleo, pero no logra
producir un material biodegradable. En este trabajo se buscara encontrar un
pretratamiento que aumente la cantidad de celulosa en la fibra de bagazo de agave
para lograr una fibra con las caracteristicas adecuadas para la produccion de un

bioplastico.
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IV. Justificacion

En los ultimos afios, los polimeros reforzados con fibras naturales han recibido mucha
atencion debido a que las fibras tienen muchas propiedades convenientes, como por
ejemplo que son de bajo costo, son biodegradables, no son toxicas y tienen baja
densidad. Entre las mas utilizadas estan la linaza, el bambu, el sisal, el bagazo de

cafna, el canamo y el yute (Moriana et al., 2014).

Uno de los problemas mas frecuentes de los biopolimeros reforzados con fibras
naturales es la desunion de los componentes con el tiempo debido a la capacidad de
absorcion de humedad de las fibras, su escaza humectabilidad y la adhesion
insuficiente entre las fibras sin tratamiento y la matriz polimérica (Gassan and Bledzki,
1999). Las caracteristicas hidrofilicas de las fibras vegetales celulosas por la presencia
de grupos hidroxilo y otros grupos polares, genera dificultades en la homogenizacion
de la fibra con los biopolimeros que son de caracteristicas hidrofébicas (Ku et al., 2011;
Jariwala and Jain, 2019). Aunque se pueden obtener propiedades mecanicas
aceptables utilizando las fibras sin hacer un tratamiento previo para hacer
biocompuestos, se ha reportado que dar pretratamiento a la fibra mejora las
propiedades de humectabilidad, modifica la microestructura, la topologia de la
superficie y los grupos quimicos de la superficie, asi como la fuerza de tension (Silva
et al., 2000).

En México una fibra de particular interés debido a sus caracteristicas quimicas y a su
abundancia, es la fibra que se origina a partir del proceso de produccién de tequila,

mejor conocida como bagazo de agave.

El bagazo de agave es un residuo contaminante debido a las grandes cantidades en
que se desecha, pero al mismo tiempo presenta la oportunidad de ser utilizado como
fibra para el reforzamiento de polimeros gracias a su caracteristicas morfologicas y

quimicas.

De tal manera, que el propdsito de este proyecto fue definir un pretratamiento efectivo
para que el bagazo de Agave tequilana Weber var. azul tenga las caracteristicas

adecuadas para la formulacion de un biopolimero 100% biodegradable. Fue un
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esfuerzo en conjunto entre el Centro de Publico de Investigacién CIATEJ, quienes
realizaron el desarrollo de la fibra y evaluaron posteriormente la biodegradabilidad del
bioplastico y el Centro de Tecnologia Avanzada CIATEQ realizaron la formulacion del

material biocompuesto.
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V. Hipoétesis

El bagazo de Agave tequilana Weber var. azul tratado con procesos fisicoquimicos y
enzimaticos, tendra las caracteristicas adecuadas para ser utilizado en la formulacion

de un material compuesto biodegradable.
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VI.

VI.1.

Objetivos

Objetivo general

Definir el pretratamiento mas efectivo para lograr las caracteristicas quimicas

adecuadas para que el bagazo de Agave tequilana Weber var. azul pueda ser utilizado

en la formulacion de un material compuesto biodegradable.

VI.2. Especificos/particulares

VI.

Caracterizar fisicoquimicamente las fibras de agave crudas.

Evaluar la modificaciéon de fibras de agave por métodos quimicos vy
enzimaticos.

Caracterizar fisicoquimicamente las fibras modificadas por métodos
quimicos y enzimaticos.

Seleccionar la fibra con las mejores caracteristicas para la formulacion del
material compuesto. (Mayor cantidad de celulosa, menor cantidad de
hemicelulosa, grupos funcionales presentes) para la formulacion del
material compuesto.

Escalar el proceso de modificacion de fibras de agave a nivel piloto.
Evaluar la biodegradabilidad de los materiales compuestos a base de fibra
de agave desarrollados por CIATEQ.
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Vil. Metodologia y materiales

Vil.1 Diseno experimental pretratamientos

La metodologia propuesta para los pretratamientos se plante6 en 7 etapas, las cuales
estan ilustradas en la figura 5. Se inicio el con la caracterizacion de las muestras de
bagazo crudo por el método del Laboratorio Nacional de Energias Renovables (NREL).
En la siguiente etapa se aplicaron los pretratamientos acidos a diferentes
concentraciones y tiempos al bagazo crudo y se caracterizaron las fibras para conocer
los resultados. Posteriormente se aplicaron los pretratamientos enzimaticos variando
solamente la concentracion del coctel enzimatico, nuevamente se realizé la

caracterizacion de las fibras y se analizaron los resultados.

De estos primeros dos experimentos se seleccionaron los pretratamientos con los
mejores resultados para aplicar un pretratamiento secuencial, el cual consistidé en
aplicar un pretratamiento acido y posteriormente uno enzimatico a la misma fibra. Se
caracterizé de nuevo y en base a todos los resultados se paso a la siguiente etapa, en
la que se hizo el escalamiento del mejor pretratamiento. Se envié el bagazo pretratado
junto con muestras de bagazo crudo a CIATEQ para la etapa 6 en la que ocurrid la
formulacion del biopolimero. Finalmente, el equipo de CIATEQ envid los nuevos
biopolimeros a CIATEJ para realizarles pruebas de biodegradabilidad de la etapa 7,
dichas pruebas se realizaron en suelo y en agua para comprobar la biodegradabilidad

en diferentes medios en los que pudieran ser desechados.
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Caracterizacion del bagazo
crudo.

Pretratamiento acido a
diferentes tiempos y
concentraciones.

Pretratamiento enzimatico a
diferentes concentraciones.

|

Pretratamiento secuencial en
base a los resultados obtenidos
en los pretratamientos previos.

J/

|

Escalamiento del mejor
pretratamiento. (El que obtubo
mayor porcentaje de celulosa).

J/

Formulacion de biopolimero
por CIATEQ.

Pruebas de biodegradabilidad
del biopolimero formulado.

Figura 5. Etapas del proceso experimental.
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VIl.2 Origen de bagazo Agave tequilana Weber var. azul

El bagazo de Agave tequilana Weber var. azul fue colectado de una fabrica productora
de tequila en el estado de Jalisco, en el municipio de Amatitan. Donde se utiliza el
proceso de extraccion de jugo por difusor para evitar que el bagazo fuera recalcitrante

por coccidn en horno.

VIl.3 Pretratamientos quimicos y enzimaticos de bagazo de Agave
tequilana Weber var. azul

VII.3.1 Pretratamiento acido

El bagazo de Agave tequilana Weber var. azul ya seco y con un peso constante, fue
molido a un tamafo de 125 mm, tamarfno correspondiente a una malla de numero 20.
Una vez realizado el molido de la muestra, se realizé el pretratamiento acido, se
aplicaron diferentes concentraciones de acido sulfurico (H2SO4) (Fermont PA Cert) por
diferentes rangos de tiempo a las fibras de bagazo. Las concentraciones y los

intervalos de tiempo se administraron de acuerdo con la Tabla 3 (llustracion 1).

Las fibras de bagazo secas se sumergieron en una solucion acida al 10% de solidos
(V/V) y se colocaron en una autoclave Sterilizer SM510 Yamato (Estados Unidos) a
121 °C. Se realizaron 5 repeticiones de cada pretratamiento (n=5). Posteriormente las
fibras pretratadas se lavaron con agua del grifo y posteriormente se secaron a 60 °C
en un horno de conveccidn durante 24 h. Una vez que el bagazo estuvo
completamente seco, se moli6é en una licuadora Krups® modelo gx410011 (Alemania)
a malla numero 80 (177 mm) para caracterizar la muestra por la metodologia del
Laboratorio Nacional de Energia Renovable (NREL) (Sluiter et al., 2012).
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Tabla 3. Codigo, tiempo (min) y concentracion (%) en los pretratamientos acidos.

Caédigo Tiempo en Autoclave Concentraciéon de
(min) Acido Sulftrico (%)
A5-1 5 1
A5-1.5 5 1.5
A5-2 5 2
A10-1 10 1
A10-1.5 10 1.5
A10-2 10 2
A15-1 15 1
A15-1.5 15 1.5
A15-2 15 2
Acido  m concentraciones: 121°C Tiempo:
sulfarico 1% g - 5 min
~ 11.5% (= 10 min
2% - S 15 min

llustracion 1. Diagrama de pretratamiento acido.

VIl.3.2 Pretratamiento enzimatico

El bagazo de Agave tequilana Weber var. azul seco y con peso constante, fue molido
a un tamano de 125 mm, tamano correspondiente a una malla de numero 20. Una vez
realizado el molido de la muestra, se realiz6 el pretratamiento enzimatico al 10% de
solidos con el coctel enzimatico Cellic® HTec2 (Novozymes®) que contiene
hemicelulasas y celulasas. Se aplicaron diferentes concentraciones de enzimas
Cellic® HTec?2 a las fibras de bagazo. Las concentraciones se evaluaron de acuerdo a

la Tabla 4 (llustracion 2).

Las muestras de fibra de bagazo se sumergieron en las diferentes soluciones
enzimaticas durante 24 h con un PH de 5 y una temperatura constante de 45°C en una
incubadora agitadora INFORS HT Multitron Pro (Suiza). Esto se analizé con cinco
repeticiones (n = 5). Después del pretratamiento, las fibras se lavaron con agua del

grifo y posteriormente se secaron a 60 °C en un horno de conveccion durante 24 h.
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Una vez que el bagazo estuvo completamente seco, se molié en una licuadora Krups®
modelo gx410011 (Alemania) hasta malla numero 80 (177 mm) y caracterizado por la
metodologia NREL (Sluiter et al., 2012).

Tabla 4. Codigo, tiempo (h), y porcentaje de concentracion de enzimas (Cellic®
HTec2) en los pretratamientos enzimaticos.

Caédigo Tiempo en Shaker Concentracion de
(h) Cellic® HTec2
(%)
E24-1.5 24 1.5
E24-3 24 3
E24-4.5 24 45
HTEC?2 Concentraciones:  50°C | 350 rpm
(hemicelulsas, | | 1.5% : :\
celulasas /[ 3% imi
. y - 24 hrs X B88=%
pectinasas) 4.5% e

llustracion 2. Diagrama pretratamiento enzimatico.

VII.3.3 Pretratamiento acido-enzimatico en secuencia

Las concentraciones acidas y enzimaticas que presentaron mayor fraccién de celulosa
en experimentos acidos y enzimaticos anteriores fueron seleccionadas para un
experimento secuencial, que combiné ambos pretratamientos. Los pretratamientos se
evaluaron de acuerdo a la Tabla 5 (llustracién 3). Las fibras secas de bagazo ATW se
sumergieron al 10% de sdlidos (V/V) en solucién de H2SO4 (Acido Sulfarico) al 1.5% y
se colocaron en una autoclave Esterilizador SM510 Yamato (Estados Unidos) a 121
°C.
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Una vez finalizado el primer pretratamiento, las fibras se lavaron con agua del grifo y
posteriormente se secaron a 60 °C en un horno de conveccion durante 24 h.
Posteriormente se ajustaron a un pH de 5 y se sumergieron al 10% de sélidos (v/v) en
solucién de Cellic® HTec2 (enzimas de Novozymes®) al 1.5% y a una temperatura
constante. temperatura de 45 °C en un agitador incubador INFORS HT Multitron Pro,
(Suiza). Esto se analiz6 con cinco repeticiones (n = 5). Después del pretratamiento, las
fibras se lavaron y secaron como se describié anteriormente. Se molieron en una
licuadora Krups® modelo gx410011 (Alemania) a malla numero 80 (177 mm) para

caracterizar la muestra por la metodologia NREL (Sluiter et al., 2012)

Tabla 5. Cddigo, porcentaje de concentracion de acido, tiempo (h) de reaccion,
porcentaje de concentracion de enzimas (Cellic® HTec2) en los pretratamientos
secuenciales acido-enzimaticos.

Cédigo Pretratamiento acido Pretratamiento enzimatico
Concentracion Tiempo Tiempo en Concentracion
acido sulfarico (min) Shaker (h) Cellic® HTec2

(%)

E6-1.5 1.5 10 6 1.5

E12-1.5 1.5 10 12 1.5

E24-1.5 1.5 10 24 1.5

51



Acido = Concentracion 121°C
sulfdrico -~ 1.5% ‘Tiempo

E .g@ | 10 min
v

Concentracion

1.5%
HTEC2 "1 Tiempo 50°C | 350 rpm
(hemicelulsas, / | 6hrs | 0
celulasas y 12 hrs E‘H i
pectinasas) | 24 hrs O

llustracion 3. Diagrama pretratamiento secuencial acido - enzimatico.

VIl.4 Caracterizacion quimica de bagazo Agave tequilana Weber var.
azul

El bagazo de Agave tequilana Weber var. azul fue caracterizado para determinar el
porcentaje de celulosa, lignina y hemicelulosa existente en la fibra. Para la
determinacién de estos porcentajes se realizé un analisis por medio de la metodologia
NREL 2012 para determinacion de carbohidratos estructurales y lignina en biomasa.
Este método utiliza una hidrdlisis en dos pasos para fraccionar la biomasa y hacer que
sea mas facil de medir. La lignina se fracciona en material insoluble en acido y material
soluble en acido. Durante la hidrolisis, los carbohidratos poliméricos se hidrolizan en
formas monoméricas, que son solubles en el liquido de hidrdlisis (Naik et al., 2010;
Sluiter et al., 2012).
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Se pesaron 300 + 10,0 mg de muestras de bagazo de agave molido y se colocaron en
tubos de ensayo. Luego se agregaron a cada tubo 3.00 + 0.01 ml (0 4.92 + 0.01 g) de
acido sulfurico al 72% (H2S04) (Fermont PA Cert). Los tubos se colocaron en un bafo
de agua a 30 £ 3 °C y se incubaron durante 60 + 5 min. Al completar la hidrélisis de 60
min, los tubos se retiraron del bafio de agua y se diluyeron a una concentracion de
acido del 4 % agregando 84,00 £ 0,04 ml de agua destilada y se colocaron en frascos
de vidrio sellados. Los matraces se colocaron en una autoclave durante una hora a
121 °C. Después de completar el ciclo de la autoclave, los hidrolizados se dejaron
enfriar lentamente a temperatura ambiente antes de retirar las tapas. Una vez
enfriadas, las soluciones se filtraron al vacio a través de crisoles filtrantes previamente
pesados (Sluiter et al., 2012).

Las soluciones hidrolizadas se colocaron en viales de 5 mL y se evaluaron sin dilucion
por HPLC ©Agilent Technologies, Inc., LC Agilent 1220 Infinity, Alemania. El sistema
de HPLC se equip6 con un detector de indice de refraccion y la columna Bio-Rad
Aminex® HPX-87P con una columna de proteccion anti cenizas ionica H+/CO3-
(Hames et al., 2003). El flujo utilizado fue 0.7 ml/min, a 37 °C con una fase de H2SO4
5mM vy el volumen de inyeccion fue de 20 pl.

Los crisoles filtrantes se secaron durante 12 horas en un horno de conveccioén y

posteriormente se enfriaron en un desecador. Una vez enfriados, se pesaron.

VIL.5 Analisis estadistico pretratamientos

El analisis de datos se realizé con el software GraphPad Prism®, version 8. Los
experimentos se realizaron con n=5 y los resultados se expresan como media + error
estandar de la media. La normalidad de los datos se evalud con la prueba de Shapiro-
Wilk. Cuando los datos carecian de normalidad, las diferencias estadisticas se
evaluaron con Kruskal-Wallis con un intervalo de confianza del 95%. En los casos en

que los datos estaban en una distribucion normal, las diferencias se evaluaron con un
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ANOVA de dos vias seguido de una prueba ad hoc de Tuckey con un intervalo de
confianza del 95%.

VII.6 Analisis composicional

VIl.6.1 Analisis con espectrofotometro

Para el analisis infrarrojo se empled un espectrometro ©Agilent Technologies 4500
Series (Alemania) FTIR. La metodologia seguida fue la practica estandar para técnicas
generales de obtencion de espectros infrarrojos para analisis cualitativo (ASTM E1252
— 98 (2007)).

El intervalo de analisis fue de 650 a 4000 cm-1 y se realizaron 32 escaneos. Las

muestras estaban en estado sélido.

VIl.6.2 Analisis con microscopio electrénico de barrido

Para evaluar la modificacion en la estructura superficial del bagazo después de los
tratamientos se realizd6 microscopia electronica de barrido operando a 20 kV con
microscopia electronica de barrido (Jeol, IT100, Benelux). Las muestras de bagazo de
agave se colocaron en un parche de carbon sobre un pin de aluminio. La fibra cruda y

la tratada se observaron en detalle con las imagenes de alta resolucion.

VII.6.3 Analisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico se realizé6 con un TGA TA-Instruments Q500 (Estados
Unidos). El método estandar utilizado fue el método de prueba ASTM E 1131-08 para
analisis de composicion por termogravimetria. Se colocaron muestras de

aproximadamente 10 mg en bandejas de platino; se calentaron de 20 a 900 °C a 10 °C

54



min-1, bajo atmaosfera de nitrogeno de 20 a 650 °C (100 mL min-1), luego de 650 °C

hubo un cambio de atmdsfera a oxigeno.

VII.7 Analisis de carbono organico total

En el andlisis de carbono organico total (TOC por sus siglas en inglés) se cuantificé la
cantidad de carbono unido a un compuesto organico. Se realizé la cuantificacion por
la cantidad de diéxido de carbono que se genera al momento de oxidar la materia
organica en condiciones especiales. En este analisis se midié el carbono total (TC)
presente, asi como el carbono inorganico total (TIC). El carbono organico total (TOC)
se obtuvo haciendo la resta de carbono inorganico total a carbono total (Cromtek,
2020).

TC (carbono total) — TIC (carbono inorganico total) = (TOC) Carbono organico total

Para el andlisis de so6lidos se utilizé Médulo De Sélidos SSM-5000A Para TOC-VC —
Shimadzu. El método para la medicion del carbono total consistiéo en la combustién
catalitica a 900 °C. El rango de medicion para TC fue de 0.1 mg a 30 mg de carbono y
la cantidad de muestra fue de .02 gramos. El tiempo del analisis fue de 5 a 6 minutos

con caudal gaseoso 500 mL/min.

VIl.8 Determinacién de biodegradabilidad en suelo

Las fibras que fueron seleccionadas como las mejores de acuerdo con las
caracteristicas fisicoquimicas que se obtendran por el pretratamiento, fueron enviadas
a CIATEQ donde se realizé la formulacién del biopolimero. Una vez formulado,
CIATEQ envi6é una muestra para ser analizada. Se esta utilizé un Método basado en
la prueba estandar ASTM D5338 para determinar la biodegradacion aerdbica de
materiales plasticos en condiciones controladas de compostaje, incorporando
temperaturas termofilicas. Este método de prueba determina la tasa de biodegradacion

aerobica de materiales plasticos expuestos a un medio ambiente de composta
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controlado bajo condiciones de laboratorio a temperaturas termofilicas. Esta disefiado
para obtener resultados que sean repetibles y reproducibles bajo condiciones
controladas que asemejan condiciones de compostaje, donde se logran temperaturas
termofilicas (ASTM D5338, 2018).

Para cumplir con los requerimientos de la metodologia, la composta utilizada provino
de residuos urbanos, se colecté el 24 de mayo del 2021. El inoculo de la composta
estuvo cuatro meses bien aireada y fue tamizada en una malla de <10 mm. En la
prueba de emision de mg de CO2 por gramo de sélidos volatiles los indculos produjeron
>=a 50 mg de CO:2 en los primeros dias de la prueba, lo cual se encuentra en el rango
de 50 a 150 mg de CO:2 estipulado por la norma. La composta esta libre de materiales
inertes de tamano grande (vidrio, piedras, metales, etc.) y tiene suficiente porosidad

para permitir y mantener las condiciones aerobias deseadas.

La prueba aerobia fue seleccionada debido a que la composicion del bioplastico
contiene grupos funcionales alcohol, éter o éster. Con esta prueba se pudo determinar
si los bioplasticos se pueden desintegrar mediante microorganismos en presencia de
oxigeno produciendo COz2. El analisis de biodegradabilidad aerobio se realizé por 4
meses. En esta prueba se utilizé una pequefia cantidad de las muestras (0.5 g), la cual
pudo encontrarse en forma de pelicula, pellets, particulas pequenas, granulado o en
polvo. La muestra fue colocada en una porcion de suelo (100 g) proveniente de
composta. Se mezcloé de forma homogénea la muestra con la porcion de suelo y se
colocaron 30g en un frasco pequeno sin tapa, el cual a su vez se coloco en el frasco
grande. En el frasco grande también se colocé otro frasco pequefio con 10 ml de una
solucién de NaOH al 0.5N y una gota de fenolftaleina al 1%, la cual tifie la solucion de
un color violeta la cual fue perdiendo el color al paso del tiempo ya que la solucion ira
absorbiendo el CO2. Se cerrd el frasco grande con la tapa y se adhiri6 Parafilm
alrededor de ella para evitar fugas de las emisiones. El sistema estuvo a una

temperatura constante de entre 30 °C y 40 °C.
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La evaluacion del contenido de carbono organico se realizé por medio de titulacion de
hidroxido de sodio con una solucion de HCI al 0.05 N, la titulacion se realizé cada 4
dias las primeras 4 semanas y posteriormente cada 7 dias por el resto del tiempo de
la prueba de biodegradabilidad. Se registré el C emitido y calcular C organico con la

siguiente ecuacion:

12
gC emitidos = m—(;gl([NaOH]VNQOH — [HCL]Vyc)

Finalmente se graficé el acumulativo de la produccion de C. (Aguilar Salazar, et al.,
(2020)).

llustracion 4. Frascos con composta y muestras de bioplastico.

VI.9 Determinacién de biodegradabilidad en agua

Se realizé la prueba de biodegradabilidad aerobia en agua de los biopolimeros para
analizar la capacidad de biodegradacion de los materiales en diferentes medios. Fue
seleccionada la prueba aerobia debido a que la composicidn del bagazo de agave y el
bioplastico contienen grupos funcionales alcohol, éter o éster. Con esta prueba se
puede determinar si un compuesto organico se desintegra mediante microrganismos

en presencia de oxigeno produciendo COo..
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Previo al montaje del experimento se dejé oxigenando agua destilada 24 horas para
lograr agua saturada al 100% de O2. Una vez que la medicion de oxigeno disuelto dio

el 100% se mezclaron las cantidades mostradas de las soluciones en la tabla 6.

Tabla 6. Preparacion de soluciones para biodegradabilidad aerdbica en liquido.

Volumen (en mL) Total Muestra Blanco Control
Agua saturada de O, 10000 mL 800 mL 800 mL 800 mL
Solucion buffer de fosfatos 15 mL 1.5mL 1.5mL 1.5 mL
Solucién de MgSO. 15 mL 1.5mL 1.5mL 1.5mL
Solucion de Ca 15 mL 1.5 mL 1.5mL 1.5 mL
Solucion de Fe 15 mL 1.5mL 1.5mL 1.5 mL
Solucion de Glucosa 150 mM - - - 0.354 mL
Solucion de la muestra - 1.8+.2mg - -
Inéculo 2.154 mL .2154 mL .2154 mL 2154 mL
Agua saturada de O, 692.5 mL 692.5 mL 692.5 mL
Vf 15000 mL 1500 mL 1500 mL 1500 mL

Tabla adaptada de (Aguilar Salazar, 2020)

La solucion fue colocada en botellas Winkler de 500 ml (Para demanda quimica de
oxigeno (DBO)), estas fueron llenadas hasta el cuello, se agregaron 1.8 mg de muestra
de cada bioplastico mostrado en la tabla 7 y se taparon evitando dejar cualquier
burbuja de aire. Este procedimiento se realizdé con todas las muestras, el control y el
blanco. Las muestras fueron agitadas dos veces por semana durante los 3 meses

determinados para la prueba de biodegradabilidad.

Tabla 7. Muestras de bioplasticos.

Muestra de bioplastico Peso de la muestra (mg)
Almidon termoplastico (TPS) 1.8
Almidén termoplastico con agave (TPSA) 1.8
Acido poli lactico (PLA) 1.8
Acido poli lactico con agave 1 (DOEB) 1.8
Acido poli lactico con agave 2 (DOE7-05) 1.8
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Se determino la cantidad de oxigeno presente al colocar las muestras y se determina

la cantidad de oxigeno presente al retirar las muestras al final de su observacion.

Para calcular el porcentaje de biodegradabilidad de acuerdo con la cantidad de
carbono organico que se coloco al inicio. Inicialmente, se calculd la cantidad de

oxigeno consumido:

(% O inicial — %O0t)
100

AO, = (6.7889)

Donde:

AO2: es el oxigeno consumido.

%O0: es el porcentaje de oxigeno disuelto al inicio (tiempo 0) o al tiempo t.

6.7889: es la conversiéon a mg/L de oxigeno en Guadalajara (713.3 hPa, 20 °C de

temperatura y con la concentracion de cloruros descrita arriba en las soluciones).

El porcentaje de biodegradacién (%B) se calcula sobre la cantidad de carbono que se

colocé posterior a restar la disminucion del blanco:

— (1-5)(12)(A02 muestra — AOZBlanCO)

%B
(32)(T06muestra * Pmuestra)

Donde:

1.5: es el Volumen final al que se diluy6 la muestra (Litros) (Tabla 6)

12: es el peso atémico del C

AOz2: es el oxigeno consumido de la muestra o del blanco

32: es el peso molecular del O2

TOCmuestra: €s la concentracion de Carbono organico total de la muestra en mg/L
Pmuestra: €s el volumen que se puso de la muestra cuando se preparo la solucion (< 1

g, tabla 7) en mg.
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llustracion 5. Pruebas de biodegradabilidad aerobia.
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VIll. Resultados y Discusion

VIIl.1 Composicién del Bagazo de Agave Crudo

La industria tequilera en Jalisco se distingue por la gran cantidad de desechos que
produce, en especial el bagazo de agave. Este material se caracteriza por ser una fibra
vegetal con una alta cantidad de celulosa; se han reportado valores de celulosa en un
rango de 41.90% a 20.85%, de hemicelulosa 18% a 12.24% y de lignina de 21.10%
a 17.31 (Kestur G. et al., 2013; Robles-Garcia et al., 2018; Pino et al., 2019). La
caracterizacion del bagazo es fundamental para conocer sus caracteristicas y

posteriormente poder darle una aplicacion.

Se caracteriz6 bagazo de agave crudo con cuatro repeticiones como el control, se

obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 8.

Tabla 8. Fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina del bagazo de agave crudo
(Muestra control).

Componente Porcentaje (%)
Celulosa 2012+ 0.5
Hemicelulosa 11.54 + 0.31
Lignina 17.45 + 1.31

El porcentaje de celulosa esta dentro del rango reportado por otros autores; sin
embargo, hay también una cantidad importantes de lignina y hemicelulosa,
componentes que no son deseables en un material compuesto o biocompuesto. Esta
composicion difiere de la reportada por Saucedo-Luna et al., (2011), con (42% + 2%
v/v de celulosa, 20% + 1% v/v de hemicelulosa, un 15% + 1% v/v de lignina). Hay
mucha diversidad en los datos de composicion con respecto a los materiales
lignocelulésicos debido a diferentes factores como la ubicacion, la temporada de
cosecha, las practicas agricolas y la variedad de plantas (Barton, 1988; Kucharska et

al., 2018). Asimismo, se debe considerar que el bagazo es un subproducto de un
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proceso agroindustrial, lo que proporciona una fuente adicional de variacion

composicional (Sluiter et al., 2011).

llustracion 6. Bagazo de agave crudo parcialmente molido.

Una vez definida la composicion inicial del bagazo de agave se realizaron los

pretratamientos propuestos, buscando aumentar la fraccion de celulosa. Los

resultados de dichos procesos se muestran a continuacion.

VIIl.2 Experimento 1: Pretratamiento acido

Después del pretratamiento acido, la composicion del bagazo se presenta en la tabla

9. En promedio se observé un aumento del 78.8% + 1.9% en la fraccion de celulosa

respecto al bagazo de agave crudo. El contenido de hemicelulosa disminuyd, en

promedio 30% +1.4% respecto al bagazo crudo.

Tabla 9. Porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina de la fibra pretratada con

acido.
Caédigo Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
celulosa (%) hemicelulosa (%) lignina (%)
Control 20.1+0.5 11.5+0.3 174+1.3
A5-1 36+54 9+1 22+0.9
A5-1.5 34+1.1 7+0.7 23+2.8
A5-2 35+1.3 6+1.3 27+29
A10-1 35+ 1 6+0.9 23+0.7
A10-1.5 39+0.8 4+05 26+0.8
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A10-2 37+2 6+0.8 24+28

A15-1 34+1.9 8+0.7 24 +0.6
A15-1.5 36+1.4 6+1.1 24 +0.6
A15-2 39+1.6 5+0.7 2641

A indica pretratamiento acido, 5, 10 y 15 indican los minutos en la autoclave y 1,1.5 y 2 son las concentraciones de

acido sulfarico utilizadas en porcentaje en la solucién.

llustracién 7. Hidrdlisis llustracién 8. Bagazo con pretratamiento
acida. acido.

El contenido de lignina tuvo un aumento estadisticamente significativo en promedio del
41% * 1.4%. Los pretratamientos con acido diluido son parte de la tecnologia de
vanguardia para pretratar diferentes tipos de fibras lignocelulésicas, ya que promueve
la hidrélisis de la hemicelulosa (Canilha et al., 2011). Esta reportado que la
hemicelulosa afecta de forma negativa a los biopolimeros debido a su estructura
amorfa, ya que reduce la fuerza de la fibra y con esto afecta las caracteristicas finales
del biopolimero (Ray, 2015). EI aumento en la proporcion de celulosa, debido a la
hidrolisis de la hemicelulosa demuestra que el bagazo de agave se ve afectado de
forma similar a otras biomasas como por ejemplo el bagazo de cafia, el yute, el sisal y

el cafnamo (Jariwala and Jain, 2019; Radoor et al., 2020).

En la Figura 6, se muestran los resultados del analisis estadistico entre el control y los
diferentes pretratamientos utilizados para aumentar la fraccién de celulosa en el

bagazo de agave. Los mejores pretratamientos para incrementar la fraccion celuldsica
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fueron A10-1.5 y A15-2. La fraccidn de celulosa en la fibra aumentd 1.92 veces en el
pretratamiento A15-2 en comparacion con el control, seguido de A10-1. con un

aumento en proporcion de 1.91 veces.

La fraccion de hemicelulosa se redujo en las fibras pretratadas en comparacion con el
control. El pretratamiento A15-2 disminuy6 un 46% la fraccion de hemicelulosa inicial,
lo cual fue estadisticamente significativo. Por otro lado, la mayor disminucién se

observo en el pretratamiento A10-1.5 con un 67% menos que el control.
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Figura 6. Pretratamientos acidos con diferentes tiempos en la autoclave y
concentraciones de acido sulfurico. El asterisco denota diferencia significativa entre el
control y cada pretratamiento. Las letras mayusculas denotan diferencia significativa
en el tiempo. Los gréaficos son en términos de porcentaje relativo, solo considerando
celulosa, hemicelulosa y lignina.

La reduccion en la fraccidon de hemicelulosa confirma que el pretratamiento acido
afecta la unién intermolecular de la fibra (Mosier et al., 2005). El pretratamiento acido
también afecto la fraccion de lignina, donde se pudo observar un aumento de 1.47
veces la proporcion con respecto a el control en el pretratamiento A10-1.5y 1.50 veces
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mas que el control con el pretratamiento A15-2. Estos resultados son comparables a
los del estudio de Solarte-Toro (2020) en el que se demostré un alto porcentaje de
hidrélisis de hemicelulosa con un pretratamiento de acido sulfurico diluido en
concentraciones de 1% a 2%. El porcentaje de hidrdlisis de celulosa fue casi nulo, y
por lo tanto la fraccién de celulosa aumenta al disolver la hemicelulosa en el acido de

acuerdo con Solarte-Toro (2019).

En otro estudio donde se buscaba optimizar el pretratamiento con H2SO4 diluido en
biomasa para el aumento en la fraccion de celulosa, se reportd que la concentracion
optima fue de 1.76%, una temperatura de 152. 6 °C y un tiempo de 21 minutos (Jeong
et al., 2010). El resultado obtenido por Jeong et al., es similar al obtenido en este
estudio, ya que los mejores pretratamientos fueron los que estuvieron en un rango de
1.5% - 2% de concentracion de H2SOa4. Por otro lado, en el estudio de N. Sritrakul et
al. 2017 se analizaron pretratamientos con H2SO4 diluido a diferentes concentraciones
y tiempo para bagazo de cafa, el cual tiene una composicion similar al bagazo de
agave (celulosa 37.6 + 0.9, hemicelulosa 36.5 £ 0.6, lignina 24.4 + 0.6). En el
mencionado trabajo, los mejores resultados se lograron en un rango de
concentraciones del 1% - 2% por 90 minutos y a 121 °C, aunque reportaron una
produccion de hasta 5 veces mas de derivados de furano, acidos carboxilicos y
compuestos fendlicos que en el pretratamiento por 30 minutos en concentraciones de
1%-2% (Sritrakul, Nitisinprasert and Keawsompong, 2017). Estos compuestos son
inhibidores de enzimas y del metabolismo celular (Ran et al., 2014), lo cual podria
afectar negativamente la rapidez con la que se biodegrada el bagazo al ser desechado

si este no es lavado previamente.

65



VIII.3 Experimento 2: Pretratamiento Enzimatico

La composicion del bagazo después del pretratamiento enzimatico se muestra en la
tabla 10. Se puede observar que el aumento de la fraccion de celulosa respecto al
control fue de alrededor de 1.17 veces. La disminucion de hemicelulosa fue de un
10%= 0.4% en promedio respecto al control y la lignina tuvo un aumento del 65% +*
0.9%.

Tabla 10. Porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina de la fibra pretratada con
enzimas.

Caédigo Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
celulosa (%) hemicelulosa (%) lignina (%)
Control 20.1+0.5 11.5+0.3 174+13
E24-1.5 23+.7 11+0.6 28+1.1
E24-3 24 £2.1 10+3.2 30+3.6
E24-4.5 24 +2 10104 29+27

E indica que fue un pretratamiento enzimatico, 24 indica el tiempo de reaccion de 24 hy 1.5, 3y 4.5
indican las concentraciones de enzima utilizada en porcentaje.

llustracion 9. Hidrdlisis enzimatica.

El analisis estadistico realizado con los datos de la figura 7, indic6 que hubo una
diferencia significativa en el aumento de la fraccion de celulosa del 17% % 0.1 entre el
control y el pretratamiento. Aunque fue un resultado significativo, este fue un 43%
menor que el obtenido con el pretratamiento acido. Como menciona E. Hosseini

Koupaie et al. en su articulo, los pretratamientos biolégicos (con enzimas, bacterias u
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hongos) si logran atacar a la hemicelulosa cuando se aplica un pretratamiento con
ellos, pero su efecto se ve limitado por la celulosa cristalina, las barreras de lignina y
en algunos casos por la superficie de contacto. Es por lo que se utilizan otros tipos de
pretratamientos previos a la utilizacion de pretratamientos bioldgicos; Con la finalidad
de facilitar el acceso a la hemicelulosa e incrementar su efectividad (Hosseini Koupaie
et al., 2019).

Se puede observar en la figura 7 que la diferencia en cuanto a fraccién de celulosa
entre los pretratamientos no fue significativa. Lo cual indica que el aumento en el
volumen aplicado de enzimas no tiene un efecto significativo. De acuerdo con la
bibliografia esto se debe en gran parte a la propiedad recalcitrante de la fibra de bagazo
de agave (Solarte-Toro et al., 2020). Es por esta razén que se propuso un tercer
pretratamiento para el bagazo de agave, utilizando el pretratamiento acido al inicio y
posteriormente un pretratamiento enzimatico, para disminuir la propiedad recalcitrante
de la fibra alterando su estructura estable y resistente y lograr mejores resultados con

las enzimas (Lorenci Woiciechowski et al., 2020).
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Figura 7. Pretratamiento enzimatico con diferentes concentraciones. El asterisco
denota diferencia significativa entre el control y el pretratamiento. Las letras minusculas
indican diferencia significativa entre los pretratamientos.

VIil.4 Experimento 3: Pretratamiento acido-enzimatico

Finalmente se evaluaron los resultados del pretratamiento acido enzimatico, el cual
tuvo el mismo objetivo de aumentar la fraccion de celulosa. Se seleccioné el
pretratamiento acido de 1.5% por 10 minutos en la autoclave, ya que obtuvo en el
analisis inicial un 91.4% de aumento en la fraccion de celulosa. En el caso del
pretratamiento enzimatico se selecciond la menor concentracion (1.5%) ya que no
hubo diferencia estadisticamente significativa entre los pretratamientos. Para el
experimento de un pretratamiento secuencial en bagazo de agave, posterior al
pretratamiento acido se aplico el pretratamiento enzimatico. En la tabla 11 se resumen

las composiciones del pretratamiento secuencial.
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Tabla 11. Porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina de la fibra con un
pretratamiento secuencial acido-enzimatico.

Cédigo Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
celulosa (%) hemicelulosa (%) lignina (%)
Control 20.1+£0.5 11.5+£0.3 174+1.3
E6-1.5 33+0.3 8+0.1 24 £0.6
E12-1.5 32+0.3 707 25+1.3
E24-1.5 32+0.9 8+0.0 24 £ 0.1

E indica pretratamiento enzimatico, 6, 12 y 24 indican las horas de duracién del pretratamiento
enzimatico y 1.5 indica la concentracién del pretratamiento enzimatico.

En la figura 8 se puede observar que, en promedio, hubo un aumento en la fraccién de
celulosa de 1.59 veces el control, la hemicelulosa disminuyd un 33% + 0.4% y la lignina
tuvo un aumento del 39% * 0.3%. Se observé una diferencia estadisticamente

significativa entre el control y los pretratamientos.
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Figura 8. Pretratamiento acido-enzimatico con diferentes concentraciones. El
asterisco denota diferencia significativa entre el control y el pretratamiento. Las letras
mayusculas indican diferencia significativa entre los pretratamientos.
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En la figura 8, también se puede observar que no existe diferencia estadisticamente
significativa en la fraccion de celulosa, hemicelulosa o lignina entre E6-1.5, E12-1.5 y
E24-1.5. Lo que indica que el factor tiempo en el pretratamiento con enzimas no fue

significativo.

Con el pretratamiento secuencial, se obtuvo un aumento del 59% + 0.3% de celulosa,
y una disminucion de 33% % 0.4% de la fraccién de hemicelulosa, los cuales son
estadisticamente significativos. Se puede observar que el aumento en la fraccién de
celulosa es menor al aumento que se logro con el pretratamiento acido; esto se debio
a que el pretratamiento enzimatico posterior al pretratamiento acido causé una
disminucién en la fraccion de celulosa. Ya que, aunque el coctel enzimatico HTec2
esta recomendado en el manual de Novozymes para biomasa pretratado con acido
diluido, y que tiene una alta capacidad de convertir la hemicelulosa en azucares
fermentables (Novozymes, 2010), también contiene en su formulacion una pequena

fraccion de enzimas celulasas que pueden hidrolizar celulosa.

Finalmente, en la figura 9 se realiz6 la comparacion entre los mejores resultados de
cada pretratamiento y el control (control (C), pretratamiento acido (A), pretratamiento
enzimatico (E), pretratamiento acido-enzimatico (A-E)). En este estadistico, lo mas
importante es observar que la diferencia en los resultados de los pretratamientos es
estadisticamente significativa. Los mejores resultados se obtuvieron con el
pretratamiento acido con un 65% mas en la fraccidén de celulosa que el pretratamiento
enzimatico y 18% mas que el pretratamiento en secuencia (acido-enzimatico). En
porcentaje de hemicelulosa, el mejor resultado fue el acido nuevamente con una
disminucién del 57% mas que en el caso del pretratamiento enzimatico y un 41%
menor que el acido-enzimatico. En el caso del pretratamiento enzimatico se pudo
observar que, aunque si hubo una diferencia estadisticamente significativa, fue el
pretratamiento que obtuvo los resultados mas bajos en cuestion de aumento de
fraccion de celulosa con un aumento de 17% = 0.1%, y una disminucion de
hemicelulosa del 10% + 0.9% respecto al control. Varios investigadores han reportado
resultados similares (Sannigrahi, Ragauskas and Miller, 2008; Agbor et al., 2011,
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Solarte-Toro et al., 2020), donde el pretratamiento enzimatico por si solo no logra
afectar de manera significativa la estructura lignoceluldsica debido a su caracteristica
recalcitrante. Por otro lado, los pretratamientos acidos, especialmente con H2SO4
tienen mucha efectividad debido a su capacidad de romper enlaces glucosidicos. El
pretratamiento secuencial acido-enzimatico tuvo mejores resultados que el
pretratamiento enzimatico porque como lo menciona Jagannathan et al. 2017, el
pretratamiento acido mejora la accesibilidad de las enzimas a la hemicelulosa y
celulosa de la biomasa y permite la rapida liberacién de azucares reductores. Aunque,
la accesibilidad de las enzimas a la celulosa logra un efecto de disminucién en la
fraccion de celulosa (Jagannathan, Muthukumaran and Tamilarasan, 2017), lo cual no
es un resultado positivo en este estudio ya que se busca obtener la mayor fraccion de
celulosa posible. Por lo que el pretratamiento con mejores resultados para el aumento

de la fraccion de celulosa fue el de acido sulfurico.
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Figura 9. Comparacion de los mejores resultados entre pretratamientos.
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Para el pretratamiento acido se realiz6 un analisis de los factores de tiempo,
concentracion y la conjuncion de ambos, para conocer cuales tuvieron un efecto
estadisticamente significativo. En la tabla 12 podemos observar los resultados. Al igual
que (Loépez-Arenas et al., 2010), se confirmd que la concentraciéon de acido fue un
factor determinante en el resultado del pretratamiento, ya que, es un factor
estadisticamente significativo. Lépez-Arenas observé la importancia del factor tiempo
en la hidrolisis de hemicelulosa, esta observacion va acorde a los resultados obtenido

en la tabla.

El efecto del tiempo en conjuncidn con el efecto de la concentracion del acido fue
estadisticamente significativo en el caso de la celulosa y la hemicelulosa, pero no en
el caso de la lignina. Lo cual difiere con (Sriariyanun et al., 2017), ya que ellos
reportaron que no hay efecto significativo antes de los 60 minutos en pretratamientos

con acido.

En el caso del pretratamiento acido-enzimatico se evalud el efecto del tiempo en el
resultado del pretratamiento. Se observd que este fue estadisticamente significativo,
lo cual concuerda con los resultados publicados por (Han et al., 2012), en los que
observo que el efecto de la hidrdlisis enzimatica era mas efectivo al aumentar el tiempo
de la hidrdlisis hasta las 24 horas. Pasando 30 horas, iba disminuyendo la produccién

de azucares reductores debido al aumento del producto de la hidrélisis.

Tabla 12. Efecto de la concentracion de acido, tiempo de reaccion, concentracion de
enzimas y pretratamientos secuenciales en las fracciones de celulosa, hemicelulosa y
lignina. Se determindé mediante analisis de varianza unidireccional con GraphPad
Prism software® version 8, seguido de una prueba ad hoc de Tuckey con un intervalo
de confianza del 95%.

Pretratamientos e Valor P (Error tipo lll)
interacciones Celulosa Hemicelulosa Lignina
Pretratamiento acido
Tiempo 0.0900 <0.0001 0.9402
Concentracion acida <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tiempo * Concentracion 0.0069 .0022 0.6789

Pretratamiento enzimatico

72



Concentracion enzimatica 0.0017 <0.0001 0.0005

Pretratamiento combinado
Tiempo (Hidrolisis enzimatica) <0.0001 <0.0001 <0.0001

Posterior a la caracterizacion, se realizaron mas analisis de composicion al bagazo de

agave pretratado.

VIIL.5 Analisis de fibras por espectrofotometro FTIR

El andlisis FTIR se realizé para identificar a los grupos funcionales presentes en cada
muestra de bagazo de agave pretratada (pretratamiento acido 1.5% 10 min,
pretratamiento enzimatico 1.5% y pretratamiento acido 1.5%-enzimatico 1.5% por 6
horas), en la Figura 10 se presentan los espectros FTIR del bagazo de agave. En el
espectro FTIR presentado se observan diferentes picos, el primer pico fuerte y ancho
se observo a 3321 cm™', este esta asociado con el grupo de alcohol de estiramiento O-
H unido intermolecularmente, particularmente de los grupos hidroxilo que se
encuentran en la celulosa, lo que indica que la presencia de agua disminuyo con los
pretratamientos (Oh et al., 2005; Zhuang et al., 2020). Este pico disminuyd con todos
los pretratamientos, especialmente con el pretratamiento enzimatico. Los picos en
2920 cm™' corresponden al estiramiento C-H de los grupos metileno (Sidi-Yacoub et
al., 2019). Donde se observd una disminucion de la absorbancia en este pico en los
diferentes pretratamientos. Nuevamente, la mayor disminucion se observd en el
pretratamiento enzimatico. Esta disminucion es causada por la degradacion de la
celulosa y una fraccidn cristalina aumentada, es por eso que vemos en el caso del
pretratamiento enzimatico una disminucién de alargamiento tan marcada, y en el
pretratamiento secuencial vemos también una disminucion de la fraccion de celulosa
respecto al control (Naranjo et al., 2016; Kubovsky, Kacikova and Kacik, 2020). Estos
resultados concuerdan con la caracterizacidon de las muestras de pretratamiento

enzimatico y acido-enzimatico.
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Figura 10. Analisis FTIR de bagazo de agave crudo y pretratado.

El siguiente pico débil a 2130 cm™' corresponde al alquino terminal (mono sustituido).
Este pico se mantiene después de la mayoria de los pretratamientos, excepto el
enzimatico. El pico alrededor de 1761 cm™' se debe a la vibracion de estiramiento del
grupo carbonilo C=0 en el componente del xilema de la hemicelulosa y en el grupo

quimico de la lignina (Sinha and Panigrahi, 2009).

El siguiente pico en 1618 cerca de la banda de 1600 cm-' se refiere a la flexion en tijera
O-H-0O, lo que confirma que las fibras lignocelulésicas son hidrofilicas y que la
existencia de agua disminuyo con los pretratamientos (Karbowiak et al., 2011; Zhuang
et al., 2020) y que los pretratamientos aplicados redujeron la cantidad de grupos OH.
El fuerte pico de 1316 cm' corresponde a la flexion C-H que se encuentra en la
hemicelulosa, lo que asegura que este polisacarido sufrié una disminucién critica en la

composicion después del pretratamiento. Finalmente, el pico a 1030 cm™ en un
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estiramiento C-O muestra que parte de la celulosa sufrié un ligero proceso de

degradacion (Kubovsky, Kacgikova and Kacik, 2020).

VIIl.6 Imagenes de microscopio electréonico de barrido de las
muestras de bagazo de agave

En el analisis con microscopio electréonico de barrido se observo que la superficie sin
tratar del bagazo de agave se asemeja a una colmena (figura 11.a). La muestra
observada fue analizada con el detector de Dispersion de Energia (EDX) y se detecto
la presencia de los siguientes elementos: Carbono (51.98%), oxigeno (45.13%), calcio
(1.94%), potasio (0.25%), magnesio (0.31%), aluminio (0.17%), y fésforo (0.13%). En
la observacion de la morfologia por SEM, fue posible detectar la presencia de “barras
brillantes” en el bagazo de agave, de acuerdo a lo publicado por Delgadillo Ruiz et al.,
en el bagazo de agave se pueden formar cristales de oxalato de calcio. Estos cristales
de minerales se pueden formar en algunos tejidos vegetales debido a la
biomineralizacion, la cual involucra materiales inorganicos, a menudo cristalinos, que
se forman en la pared externa de la célula, dentro de la pared celular o en las areas
de tejido circundantes inmediatas (Skinner and Jahren, 2007). Por lo cual las “barras
brillantes” observadas en las figuras 11.a y 11.c podrian ser cristales de oxalato de
calcio (Delgadillo Ruiz et al., 2018).

En el pretratamiento acido parece haber mas filamentos en los bordes de las paredes
de la fibra, aumentando la rugosidad de la superficie de la fibra, y la apariencia de
colmena es menos definida (Figura 11.b). Este resultado es probablemente debido al
efecto del H2SOa4 sobre la estructura de la fibra (Cruz et al., 2013). El analisis con EDX
detectd la presencia de los siguientes elementos: Carbono (49.16%), oxigeno
(41.61%), calcio (3.03%), magnesio (0.12%), aluminio (0.08%). Otro posible indicador
de que los cristales presentes en el bagazo de agave podrian ser de oxalato de calcio
es la ausencia de ellos en la micrografia del bagazo pretratado con acido sulfurico, ya
que estos cristales son solubles sin efervescencia en acido sulfurico (Mukherjee,
2019).
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El pretratamiento enzimatico parece haber tenido poco efecto sobre las paredes de las
fibras, aparentemente mantuvieron su forma original (Figura 11.c). El analisis con EDX
detectd la presencia de los siguientes elementos: Carbono (43.20%), oxigeno
(45.05%), calcio (3.10%), magnesio (0.01%), aluminio (0.20%). En la micrografia 11.c
se pueden observar los cristales que podrian ser de oxalato de calcio, en este caso

parecen no haber sido afectados por el pretratamiento enzimatico.

Finalmente, el pretratamiento acido-enzimatico (Figura 11.d) parece haber tenido
efecto en las paredes de la fibra. Después del pretratamiento acido, la estructura de la
pared celular mas expuesta permite una mayor accesibilidad a las enzimas hidroliticas,
lo que facilita la hidrdlisis de la biomasa lignoceluldsica (Corrales et al., 2012). El
analisis con EDX detecto la presencia de los siguientes elementos: Carbono (43.07%),
oxigeno (41.61%), calcio (1.70%), magnesio (0.12%), aluminio (0.11%). En este caso,
no se pueden observar formaciones de oxalato de calcio, posiblemente porque este
pretratamiento se utilizé acido sulfurico, el cual tiene la capacidad de disolver oxalato

de calcio.
La composicion elemental obtenidas por SEM-EDX de las muestras de bagazo de

agave resulta bastante similar en todas las particulas/estructuras, independientemente

del origen (crudo) o tratamiento quimico o biolégico.
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Figura 11. a)Micrografia SEM de bagazo sin tratar (C). b) Micrografia SEM de bagazo con
pretratamiento acido (A10-1.5). c) Micrografia SEM de bagazo con pretratamiento enzimatico
(E24-1.5). d)Micrografia SEM de bagazo de agave con pretratamiento acido-enzimatico (E6-
1.5).

VIIl.7 Resultados analisis termogravimétrico (TGA) de las muestras
de bagazo de agave

En la figura 15, se puede observar el analisis termogravimétrico del bagazo de agave
crudo, el cual indica el comportamiento de las muestras a una degradacion térmica.
Los termogramas TGA superpuestos de las muestras de bagazo de agave mostraron
que el bagazo crudo tiene la susceptibilidad mas significativa a la temperatura,
degradandose al principio mas rapido que los bagazos pretratados (acido, enzimatico
y la secuencia acido-enzimatico). Después de 400 °C, el bagazo de agave crudo tuvo
el mayor residuo carbonoso. La muestra de pretratamiento enzimatico fue menos
susceptible a la temperatura de 250 °C. Asi mismo, esta fibra fue mas resistente a la
degradacion térmica. Después de 400 °C, se registré un residuo carbonoso menor en

la muestra con pretratamiento enzimatico. Esto significa que la muestra se degrada
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térmicamente mas rapido que los otros materiales. La estabilidad térmica de los
materiales compuestos depende de la matriz polimérica utilizada y de la fibra
seleccionada para reforzarlo. Se puede aumentar la estabilidad térmica de un material
mezclandolo con otro con una estabilidad mas alta (Shahinur and Hasan, 2020). En
este caso, el bagazo con pretratamiento enzimatico demostré menor resistencia a la
degradacion térmica, por lo que podria disminuir la estabilidad a un material

compuesto.
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Figura 12. Analisis termogravimétrico del bagazo de agave crudo y pretratado.

En la figura 16, se encuentra la superposicion de los termogramas TGA, la cual se
realizé utilizando la derivada de la pérdida de peso en funcion de la temperatura. Se
puede dividir en 3 fases considerando las 3 inflexiones que hace la grafica. La primera
inflexion (30 °C-270 °C) se puede atribuir a la volatilizacion del agua contenida en el

bagazo. En la fase 2 de (270 °C—400 °C) se descompone la fibra del bagazo en su
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totalidad. Finalmente, la carbonizacion del material fue la principal fuente de pérdida
de masa en la fase 3 (400 °C—600 °C) (Ji et al., 2021).

Se puede observar en el termograma que los pretratamientos del bagazo aceleran la
degradacion térmica del material, desplazando el pico central de degradacién térmica
a una temperatura mas baja. El pretratamiento enzimatico es el que acelera mas el
proceso de degradacion térmica, seguido del pretratamiento acido enzimatico y el que

tiene una menor aceleracién es el pretratamiento acido.

Bagazo crudo

BAGAZO DE AGAVE 1.5 ACD L
BAGAZO DE AGAVE 1.5 ENZ L
BAGAZO DE AGAVE 1.5 ACD-ENZ L

Deriv. Weight (%/°C)

0 200 400 600 800 1000
Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 13. Superposicion de los termogramas TGA del bagazo de agave crudo y
pretratado.

A pesar de los resultados positivos en cuanto al aumento de la fraccion de celulosa en
la fibra con algunos de los pretratamientos, el bagazo pretratado no fue utilizado para
la formulacion de los biomateriales de los experimentos de la siguiente seccion. Esto
debido a que al mezclar el bagazo pretratado con las diferentes formulaciones con PLA
y TPS se obtuvo una mezcla viscosa que no fue la adecuada para la produccion de la

pelicula polimérica esperada. Es por eso que solamente se formularon biomateriales
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con el bagazo de agave crudo. Es necesario realizar mas estudios sobre el efecto de

la fibra de bagazo de agave pretratada en la produccion de biomateriales.

VIIl.8 Carbono organico total de las muestras de bagazo de agave y
biopolimeros

Se cuantifico la cantidad de carbono presente en las muestras de bagazo de agave y
de los bioplasticos hechos a base de bagazo de agave y acido poli lactico (PLA) y
Almidon termoplastico (TPS). Se pueden observar los resultados de carbono organico

total en la tabla 13.

Tabla 13. Porcentaje de carbono organico total en las muestras de bagazo de agave
y bioplasticos.

Muestra Carbono organico total
(TOC)
Celulosa 51.94%
Bagazo crudo (BC) 58.94%
Bagazo pretratamiento acido (BA) 45.59%
Bagazo pretratamiento enzimatico (BE) 56.66%
Bagazo pretratamiento acido-enzimatico (BAE) 51.12%
Polietileno (P1) 34.66%
Polimero de acido poli lactico (P2) 68.51%
Almidon termoplastico (TPS) 43.84%
Mezcla 80%TPS, 20% BC (TPS Agave) 41.64%
Acido poli lactico (PLA) 52.89%
Mezcla 70% TPS y PLA, 30% BC (DOE®6) 42.20%
Mezcla 82% TPS y PLA, BC 18% (DOE7) 47.25%

El porcentaje de carbono organico total (TOC) del PLA obtenido fue similar al reportado
por (Brdlik et al., 2021) el cual fue de 50%. El porcentaje de TOC en el caso del TPS
reportado por (lovino et al., 2008) fue del 49%, en este caso la diferencia puede

deberse a que realizaron las mediciones de TOC con titulaciéon de forma manual y en
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este estudio se realizaron con un equipo especializado (Médulo De Sélidos SSM-
5000A Para TOC-VC - Shimadzu).

VIIl.9 Biodegradabilidad en suelo de las muestras de bagazo de
agave y biopolimeros

En el experimento de biodegradabilidad se evalué la cantidad de carbono emitido a
través del tiempo. El experimentd duré cuatro meses y medio, en los cuales se fue
midiendo el acumulado de carbono emitido por las muestras. En las siguientes graficas
(Figura 17 y 18) podemos observar la medicion inicial y el acumulado a la ultima

medicion.

% de biodegradacion (4.5 meses)
Muestras bagazo
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Figura 14. Miligramos de carbono emitidos en 4.5 meses por las muestras de bagazo de
agave. ((Cel) celulosa, (BC) Bagazo crudo, (BA) Bagazo acido, (BE) Bagazo enzimatico,
(BAE) Bagazo acido-enzimatico.
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Se puede observar en la figura 17 que el bagazo pretratado con la secuencia acido-
enzimatica tuvo un mayor porcentaje de biodegradacion respecto al tiempo que los
demas tipos de bagazo. De acuerdo con (Canilha et al., 2011) la biomasa pretratada
tiende a biodegradase mas rapido, ya que los pretratamientos afectan la estructura de
la fibra lignoceluldsica, haciéndola mas vulnerable a que enzimas y hongos la puedan
terminar de hidrolizar al entrar en contacto con ellos. En el caso del pretratamiento
acido-enzimatico, pudimos observar en el analisis SEM en la figura 13 que su
estructura fue modificada por los tratamientos y por lo tanto se encontraba mas
expuesta a factores del medio ambiente. En segundo lugar, tenemos al bagazo crudo,
el cual obtuvo emisiones constantes de carbono medicién a medicion, pero demostro
tener un proceso de biodegradacion lento. Esto se debe a que el bagazo de agave es
naturalmente recalcitrante debido a factores quimicos, relacionados con la
composicién y contenido en lignina, hemicelulosas y grupos acetilo y su estructura,
que se refieren principalmente al area superficial especifica de la celulosa, la
cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerizacion, el tamafo y el volumen de los
poros (Zoghlami and Paés, 2019). Esta caracteristica recalcitrante restringe
severamente la accesibilidad que tienen los microorganismos y enzimas a la biomasa
(Wang, Cai and Ma, 2020).

El bagazo pretratado de forma acida tuvo un comportamiento similar al de la celulosa
cristalina, la cual fue el control. En este caso se puede considerar que el pretratamiento
acido afect6 de forma negativa el proceso de biodegradacion. Este bagazo pretratado
tuvo una emision de carbono por debajo de la emision de bagazo de agave crudo, este
resultado se puede atribuir a los inhibidores como compuestos furanicos (furfural y 5-
hidroximetilfurfural (HMF)) (Wang, Cai and Ma, 2020) formados durante la hidrolisis
acida y térmica por la degradacion de los polisacaridos en la fibra. Aunque el bagazo
pretratado fue lavado después de haber sido pretratado con acido, es posible que
quedasen cristales o trazas de estos compuestos, los cuales no pueden ser
arrastrados en su totalidad por agua, tendria que haber sido utilizado un solvente con
polaridad distinta para el arrastre de los compuestos furanicos inhibidores del

crecimiento de microorganismos (Shinde et al., 2018).
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En el caso del pretratamiento enzimatico, se obtuvo un comportamiento similar al
control y por debajo del resultado del bagazo crudo. En el caso de los pretratamientos
con enzimas, no se producen compuestos toxicos o inhibidores (furfurales,
hidroximetilfurfutal o compuestos fendlicos). El comportamiento de este pretratamiento
se puede atribuir a la unién improductiva de las enzimas a la lignina, estas actuan
como una barrera fisica que ralentiza la degradacién de la biomasa por accion
enzimatica o microbiana (Alvarez, Reyes-Sosa and Diez, 2016; Valdez-Guzman et al.,
2019).

Esto indicd que el aumento de la concentracion de acido y el tiempo de pretratamiento
condujo a la formacion de mayores cantidades de acido acético y furfural los cuales
son agentes inhibidores de enzimas y microorganismos, por lo que podrian afectar la

futura biodegradacion (Sritrakul, Nitisinprasert and Keawsompong, 2017).
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Figura 15. Miligramos de carbono emitidos en 4.5 meses por las muestras de polimeros. ((Cel)
Celulosa, (P1) Polietileno, (P2) Polimero de acido poli lactico, (DOE6) Mezcla 70% TPS y PLA,
30% BC, (DOE7) Mezcla 82% TPS y PLA, BC 18%, (TPS) Almidén termoplastico, (TPS Agave)
Almidén termoplastico y bagazo de agave, (PLA) Acido poli lactico.
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En la figura 18 podemos observar que las muestras de TPS-Agave y DOEG fueron las
que tuvieron un mayor porcentaje de biodegradabilidad, llegando a un 67% y 57%
respectivamente. Un resultado similar fue reportado por Campos et al. con la
biodegradacion de un biopolimero a base de TPS (80%) y sisal (20%), con el cual
obtuvieron un porcentaje de biodegradacion en composta del 60% (de Campos et al.,
2013).

En tercer lugar, se encuentra la celulosa cristalina, la cual fue la muestra control
positivo. En dicha muestra se logré un porcentaje de biodegradacion del 17%, el cual
es bajo respecto a los valores reportados por otros autores. Narayan et al. reportd un
86% de biodegradacion a los 45 dias y un 97% de biodegradacion a los 180 dias. Esto
es debido posiblemente a el pH en la composta, la temperatura y la humedad
presentes en la composta utilizada (Narayan, Madhu and Diksha, 2019). Se hizo el
experimento del control positivo 2 veces por 4 meses y se obtuvieron resultados

similares.

La muestra DOE7 logré un 8% de biodegradabilidad en estas condiciones. Esta matriz
polimérica contenia una mezcla de PLA, TPS, un agente de acoplamiento y bagazo de
agave. Es posible que la adicion del agente de acoplamiento en la matriz polimérica
redujera la cantidad de carbono didéxido producido, probablemente debido a un
aumento en la resistencia, lo cual disminuye la penetracion del agua en la matriz. Esto
posiblemente ralentizd la reaccion hidrolitica abiética de las cadenas poliméricas
(Martinez Villadiego et al., 2022). También es posible que la temperatura a la que se
mantuvieron las muestras (38°C) no haya sido suficiente para el proceso de
compostaje, ya que en el estudio realizado por Kalita et al. en el que se obtuvo un
90% de biodegradaciéon en biopolimeros a base de PLA con biomasa lignoceluldsica

colocados en composta a 58°C por 60 dias (Kalita et al., 2021).

Las muestras de polietileno (P1) y polimero de acido poli lactico (P2) fueron muestras
tomadas de las bolsas de plastico que se encuentran en el mercado actualmente. En
ambos casos se obtuvo un porcentaje de biodegradabilidad de 0%. En el caso del
polietileno, uno de los principales desafios de su biodegradacién es que debe

precederse a un cambio de estructura fisica de polimero a carbono alifatico. Este
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plastico tiene una columna vertebral C-C, lo que hace que el polimero plastico sea
resistente a la biodegradaciéon y que sea necesaria la aplicacion de pretratamientos
como someterlos a altas temperaturas o exponerlo a rayos UV para poder degradarlo
(Jeon et al., 2021). En el caso del polimero de acido poli lactico contiene aditivos que
pudieron afectar la biodegradabilidad de material en suelo, por otro lado, se puede
atribuir este bajo porcentaje a la temperatura aplicada a la composta. Otros autores
reportaron temperaturas para la biodegradacion de polimeros por arriba de los 50°C
(Kalita et al., 2021).

Las muestras de TPS y PLA son polimeros biodegradables. En las pruebas de
biodegradabilidad aplicadas en ambos casos se obtuvo un porcentaje de 0. Este
resultado se puede atribuir a que ambos materiales se encontraban en forma de
pellets, lo cual disminuye la superficie de contacto, ademas de que el material se
encuentra en forma mas densa que si se hubiera utilizado en forma de lamina (Lucas
et al., 2008). Otro factor critico en la capacidad de biodegradacion del PLA'y TPS es
la temperatura, se ha comprobado que la actividad microbiana aumenta con la
temperatura. Sin embargo, a temperaturas demasiado altas, la actividad de los
microorganismos puede disminuir drasticamente o detenerse por completo (Klein and
Sommerfeld, 2014). Al retirar las muestras de la composta se pudo observar que la
superficie de los polimeros no habia tenido cambios de rugosidad de la superficie,
formacion de agujeros y grietas, cambios de color, desarrollo de microorganismos
sobre la superficie etc. En general, con este método los pellets no sufrieron

deterioracion en el tiempo que estuvieron en la composta.

llustracion 10. Pellets de PLA después de estar por 4.5 meses en composta.
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En la tabla 14 se puede observar el carbono emitido por las muestras y su porcentaje

de biodegradabilidad.

Tabla 14. Porcentaje de biodegradabilidad por muestra.

Peso de

Carbono Acumulado de .
Muestra la organico total carbono _Porcentaje_ c_ie
mu;stra (TOC) emitido (mg) biodegradabilidad

Celulosa 0.15 40.00% 10.2 17%
Bagazo crudo 0.15 58.94% 14.4 16%
Bagazo BA 0.15 45.59% 9.7 14%
Bagazo BE 0.15 56.66% 9.6 1%
Bagazo BA-E 0.15 51.12% 36.9 A7%
Polietileno 0.15 13.91% 0 0%
Polimero PLA 0.15 68.52% 0 0%
TPS 0.15 43.84% 0 0%
TPS Agave 0.15 41.64% 41.61 67%
PLA 0.15 52.89% 0 0%
DOEG6 0.15 42.20% 36.22 57%
DOE7 0.15 47.25% 5.797 8%

(P1) Polietileno, (P2) Polimero de &cido poli lactico, (DOE6) Mezcla 70% TPS y PLA, 30%
BC, (DOE7) Mezcla 82% TPS y PLA, BC 18%, (TPS) Almidén termoplastico, (TPS Agave)

Almidén termoplastico y bagazo de agave, (PLA) Acido poli lactico.

VIIl.10 Biodegradabilidad en agua de biopolimeros

En el experimento de biodegradabilidad en agua se evaludé la demanda quimica de

oxigeno (DQO) consumido por los biopolimeros. El experiment6 durd tres meses, al

final de los cuales se midid el oxigeno total consumido. En la tabla 15 podemos

observar el acumulado a la ultima medicion y el porcentaje de biodegradabilidad. No

se realiz6 esta prueba para los bagazos de agave pretratados ya que no son solubles

en agua.
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Tabla 15. Porcentaje de biodegradabilidad en agua.

Muestra Peso de Carl?o_no mG 02 . Pprcentaje dg'
muestramg organico total consumido/L biodegradabilidad

Glucosa 1.8 40.00% 3.11 100%

TPS 1.8 43.84% 1.72 80.81%

TPS Agave 1.8 41.64% 1.04 31.99%

PLA 1.8 52.89% 1.32 61.04%
DOEG6 1.8 42.20% 1.12 41.57%
DOE7 1.8 47.25% 1.28 58.57%

(P1) Polietileno, (P2) Polimero de acido poli lactico, (DOEG) Mezcla 70% TPS y PLA, 30% BC,
(DOET7) Mezcla 82% TPS y PLA, BC 18%, (TPS) Almidén termoplastico, (TPS Agave) Aimidén
termoplastico y bagazo de agave, (PLA) Acido poli lactico.

En este experimento se pudieron observar porcentajes de biodegradabilidad mas altos
que en las pruebas en composta. Esto se debe a que los biopolimeros como el PLA y
el TPS son solubles en agua, ademas de que se utilizé el material en laminas y
pequefias fracciones, ya no en pellets, aumentando la superficie de contacto del
material con el medio se logré un mejor porcentaje de biodegradabilidad (Lucas et al.,
2008).

El biopolimero con el mayor porcentaje de biodegradaciéon fue el TPS, seguido por
PLA. La degradacion de estos biopolimeros esta determinada principalmente por la
reactividad del polimero con agua y catalizadores (Klein and Sommerfeld, 2014), por
lo que al encontrarse en un medio acuoso lograron mayores porcentajes de
biodegradacion que en composta. En el caso del PLA, su hidrdlisis es una reaccion
auto catalizada ya que los grupos de acido carboxilico de PLA y sus oligdbmeros pueden
catalizar la ruptura de enlaces éster. La escision de la cadena durante la hidrdlisis
libera grupos acidos H+. El acido se retiene en el material o en el medio de reaccion,
lo que provoca una disminucion del pH y una aceleracion de la tasa de hidrélisis (Klein
and Sommerfeld, 2014). En el caso del TPS, los grupos hidroxilo en el almidon forman
un enlace de hidrégeno con el agua, por lo que el contacto con agua favorece su rapida

degradacion (Bulatovi¢ et al., 2021).
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Las mezclas TPS-Agave, DOE6 y DOE7 con bagazo de agave obtuvieron menores
porcentajes de biodegradabilidad, esto debido posiblemente a la cantidad de bagazo
en la mezcla con fibras de bagazo, ya que estos biomateriales contenian mayor
cantidad de biomasa, la cual no es solubles y por lo tanto tardan mas de tener un
proceso de biodegradacion que los biopolimeros en agua. Estos resultados son
comparables con los obtenidos por Campos et al., en los que denota que la adicion de
fibras en materiales compuestos provocd una disminuciéon en su degradacion. El
compuesto con un 5 % de fibras tuvo una evolucién de CO2 mayor en comparacion

con el compuesto con un 10 % de contenido de fibras (de Campos et al., 2013).
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IX. Conclusion

El pretratamiento acido es un método eficiente para el fraccionamiento de biomasa
lignoceluldsica del bagazo de agave, produciendo un sélido rico en celulosa el cual
puede dar estructura y fuerza para la formulacion de biomateriales compuestos
(bioplasticos). El pretratamiento enzimatico y el acido-enzimatico en secuencia
demostraron no aumentar el porcentaje de celulosa de forma tan eficiente como el
pretratamiento acido. La fraccion mas alta de celulosa obtenida fue con hidrolisis acida
de H2S04 al 1.5% por 10 minutos en autoclave a 121°C. Ademas de la fraccion de
celulosa, se pudo confirmar la reduccién de grupos hidroxilo presentes con los
pretratamientos, lo cual mejora la adhesién del biopolimero con la fibra. Se confirmé
en el analisis termogravimétrico que los pretratamientos del bagazo reducen su
estabilidad termal respecto al bagazo sin pretratar, pero el pretratamiento acido es el

que se ve menos afectado.

Se comprobo que los biopolimeros producidos con bagazo de agave y mezclas en
diferentes cantidades de PLA y TPS son biodegradables, especialmente en ambientes
acuosos. Los biopolimeros con mejores resultados de biodegradabilidad fue el TPS-

agave en composta con un 67% y el DOE7 en ambiente acuoso con un 58.57%.
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X.

Perspectivas

En los pretratamientos enzimaticos fue utilizado el coctel enzimatico HTec2 de
Novozymes, el cual contiene celulasas. Por lo que la aplicacion de un coctel
enzimatico libre de celulasas podria ser evaluado para incrementar la fraccion

de celulosa sin hidrolizarla.

La aplicacion de un pretratamiento alcalino al bagazo podria ser considerado en
otro experimento, ya que se ha informado que es efectivo para la hidrolisis de
hemicelulosa y remocidn de lignina. Podria ser un pretratamiento util para la

produccion de biomateriales.

En la aplicacién del pretratamiento enzimatico se podria considerar agregar
tensioactivos o proteina no enzimatica, ya que se ha informado que el uso de
tensioactivos o proteina no enzimatica (BSA) para reducir o bloquear la
adsorcion fisica de las enzimas hidroliticas a la lignina mejora significativamente
la eficiencia de la sacarificacion de materiales lignoceluldsicos. Y por ende
mejoraria su capacidad de biodegradacion, ya que no se formaria la barrera

formada por lignina y enzimas.

En futuros estudios de biodegradabilidad habria que realizar secuenciaciones
de los microorganismos presentes en la composta para conocer la

compatibilidad de estos con el sustrato a biodegradar.
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