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RESUMEN

La nanocelulosa, es considerado un material innovador
con aplicaciones en la biotecnologia, lo que ha revolu-
cionado la ciencia y el medio ambiente, pudiendo suplir
el plastico y el vidrio en la creacion de nuevos disposi-
tivos. Con este ensayo se incrementd el rendimiento de
Celulosa, a partir de tratamientos previos de cascarilla
de arroz con enzimas naturales (Bromelina y Papaina)
(44%), favorecido cuando se us6é 10% de CaCl2 (47%).
Al evaluar un protocolo ajustado, usando un complejo en-
zimatico con exo y endonuclaeasas, se pudo sintetizar
nanocelulosa (CNCs) en rango de 200 nm. Aunque los re-
sultados son satisfactorios, se necesita mejorar el manejo
para obtener rendimientos superiores.
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Abstract

The nanocellulose is considered an innovative material
with applications in biotechnology, which has revolutioni-
zed science and the environment, and can replace plastic
and glass in the creation of new devices. With this test, the
yield of Cellulose was increased, from previous treatments
of rice hulls with natural enzymes (Bromelain and Papain)
(44%), advantaged after using 10% CaCl2 (47%). By eva-
luating an adjusted protocol, using an enzyme complex
with four exo and endonucleases, nanocellulose (CNCs)
could be synthesized in the 200 nm range. Although the
results are satisfactory, management needs to be impro-
ved to obtain higher yields.
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Introduccion

Como resultado de la gran industria arrocera en Morelos,
la generacion de cascarilla de arroz (Oryza sativa L.) se
ha convertido en un residuo abundante, que llega a ser
uno de los mayores contaminantes del campo. Algunos
resultados recientes han permitido usar esta biomasa
para la producciéon de celulosa con el fin de desarrollar
una alternativa sustentable para obtener nanocelulosa
(Hernandez et al., 2022).

Para pensar en una industrializacion a futuro de se nece-
sita convertir la cascarilla en proceso rutinario, pero con
mayor rendimiento. Algunos autores han recurrido a un
tratamiento previo de la cascara, antes de llevarlo a una
coccion alcalina. Por lo que estos ensayos tuvieron como
objetivo evaluar el efecto combinado de enzimas proteoli-
ticas naturales aplicadas a la cascara de arroz, y verificar
la efectividad de la hidrdlisis enzimatica compuesta por
cuatro enzimas: (D-(+)-celobiosa, endo-1,4--D glucana-
sa, B-glucosidasa y celobiohidrolasa), para la sintesis de
(CNCs) con dos procedimientos diferentes.

Materiales y métodos

Se prepard una solucion de 200 mL de enzimas naturales
Bromelina + Papaina (Brom./Pap.), en una proporcion
50/50 p:p, aplicado sobre la cascarilla de arroz, en ag-
itacion constate durante 72 h (Martinez et al., 2016).

Para la obtencion de celulosa se utilizé la cascarilla de
arroz de la variedad Morelos A-2010. Una vez lavada, trit-
urada y tamizada se paso6 por tamiz # 30, separandose
cinco muestras de 20 g para su tratamiento (Hernandez
et al., 2022).

Posteriormente se valoré la concentracion de proteinas de
la fibra con base del método Lowry (g.mL™") y se compard
su estructura y morfologia en SEM (Rashid et al., 2020).

Para la obtencion de celulosa se trato la fibra en una coc-
cion con NaOH al 5% en relacion 1:10 (cascarilla/solu-
cién), se coloco en una parrilla a 102°C durante 90 min.
con agitacion constante. Al termino se realizaron tres la-
vados con agua destilada y se medié su pH. Al final, se
llevaron las muestras a una estufa a 80°C por 180 min.
Para luego registrar su peso (Hossain et al., 2018). El
blanqueo de las fibras se realizé comparando peréxido
de hidroégeno (H,0,) 1% con hipoclorito de sodio (NaClO)
1%, llevandolo a una parrilla de calentamiento a 80°C por
90 min. Pasado el tiempo se sacaron y se dejaron enfriar
y registrar el peso (Kaur et al., 2018).

Una vez que se obtuvo la fibra blanqueada, se pro-
cediod a realizar un pre tratamiento con acido clorhidrico
(HCI) 0.65% p/p, repitiendo el proceso de calentamiento
anterior 80°C por 90 min. Por ultimo, las muestras fueron
secadas registrando su peso. Al finalizar el pesaje de las
muestras, se calculé el rendimiento aplicando la formula
Martelli et al., 2016).
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Para la obtencién de nanocelulosa se realizaron dos en-
sayos (Ensayo 1) con empleo de todas las enzimas en
conjunto (exo y endoglucanasas) sobre la celulosa, apli-
cadas a la vez y (Ensayo 2) con estas enzimas aplicadas
en pareja exo o endoglucanasas, en dos fases o tiempos
diferentes. Se prepard un complejo enzimatico con las
enzimas, D-(+)-cellobiose, endo-1,4--D-glucanase,-glu-
cosidase y Cellobiohydrolase (Martinez et al.,, 2016).
Posteriormente se dejo en bafio Maria a 30°C /72 h con
agitacion y luego se verifico el pH entre 4- 5 (Castillo et
al.,2019). Después de cumplir este tiempo se dejé enfriar
a temperatura ambiente (TA), y se verifico el pH entre 4
-5.

Seguidamente de la hidrdlisis, se vaciaron los produc-
tos de cada ensayo en tubos de membranas de dialisis
(14000 Da), dichos tubos fueron suspendidos en un vaso
de precipitado de 2000 mL que contenia agua desioniza-
da, en agitacion constante 72 h, con cambios de agua
cada 24 h para mantener el pH (Martinez et al., 2016). Al
finalizar, se verificd el pH neutro para cada caso. De este
se, obtuvo un sobrenadante los que fueron separados y
centrifugados a 3000 rpm durante 10 min (Cheng et al.,
2017). Posteriormente

el contenido se llevd a secado en una estufa a una tem-
peratura de 80°C durante 24 h, para luego pesar lo
obtenido.

En el Ensayo 2, se procedio a tomar el sobrenadante se
llevd a un matraz de 50 mL para aplicar una sonicacion
a 28 Herz por 30 min. Posteriormente, se tom¢ el sobre-
nadante y se repitio la centrifugacion a 3000 rpm durante
10 min. Al término, la muestra se seco en estufa a 80°C
durante 24 h y luego ser peso el producto.

Después del proceso de secado, el rendimiento de la
nanocelulosa se calculd de la misma forma que para la
celulosa segun (Martelli et al., 2016).

La caracterizacion de los productos obtenidos se reali-
z6 mediante andlisis de Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FTIR), mediante Microscopia
electronica de barrido (SEM), se determind la estructura
y morfologia, segun Zhang et al., (2016) y el analisis de
grado de cristalinidad y la estabilidad de la nanocelulosa,
asociado con la desnaturalizacion térmica de la molécula,
se realizé por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC),
en colaboraciéon con el Doctor Apolonio Vargas Torres de
la UAEH campus Tulancingo Hidalgo, segun Hernandez
et al., (2022) y Sullivan et al., (2015).

Resultados y discusion

En la Tabla 1 se muestran los datos obtenidos para la
cuantificacion de proteinas de la muestra de cascarilla
de arroz sin tratar (Control Absoluto), cascarilla con agua
(Control) y cascarilla tratada con las proteasas (Brom/
Pap), utilizando de referencia la ecuacion de la recta ob-
tenida de la disolucion patron.
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Tabla 1. Valores de absorbancia y concentracion obteni-
dos con la cascarilla de arroz en los diferentes tratamien-
tos con base del método Lowry (g.mL").

Replicas 1 2 3 4 5
0.0170 | 0.0264 | 0.0441 | 0.0672 | 0.0794

Cascarilla
Control Absol.
(9. mL7)

Cascarilla
agua (g. mL")

0.0161 | 0.0251 | 0.0394 | 0.0531 | 0.0703

Cascarilla 0.0120 | 0.0210 | 0.0363 | 0.0503 | 0.0690
tratada Brom/
Pap) (g. mL™)

Fuente: Elaboracién propia

Comparando la informaciéon que se obtuvo para cada
medicion en la tabla, es posible apreciar la disminucion
en concentracion (g.mL") de la muestra tratada con en-
zimas proteoliticas en comparacion a la muestra control.
Las proteasas son capaces de provocar una digestion de
las proteinas y por ello son utilizadas para la sintesis de
nuevos compuestos como lo menciona (Quino-Favero et
al., 2008). Esto evidencia el efecto que producen las enzi-
mas en la cascarilla de arroz al producir una disminucion
en la concentracion de proteinas, esto, corroborando con
el procedimiento de (Pérez-Higuera, 2013) al cuantificar
proteinas a través de Lowry.

Microscopia electronica de barrido (SEM) de cascarilla
de arroz

La figura 1 muestra el efecto de las proteasas sobre la
biomasa (cascarilla de arroz) antes de ser usada para
obtener la celulosa. La imagen 1a muestra la superficie
de la céascara sin haber sido tratada, aspecto liso, sin
modificacion alguna. Imagen 2b parte de la cascarilla
con algunas oquedades por efecto mecanico. mismas
que permiten el vaciado de las cavidades que almace-
nan almidén y proteinas de la pared, que ocasionan un
aligeramiento del tejido y facilitan la accion posterior del
pretratamiento o coccién. Lo anterior corrobora lo infe-
rido por Rodriguez-Almarza (2007). Donde claramente
los granulos de almidén gelatinizado o proteinas, estan
cubriendo parte de las células, cuando no han sido trata-
das, con fracciones donde hay capas de células enteras
sin dafio. Mientras que cuando se ha dado el tratamiento
enzimatico, se distingue las cavidades vacias con restos
de almiddn. Estas observaciones en el tejido, confirman
los resultados anteriores, detectados por remocion de
proteina que favorece el mayor rendimiento posterior de
celulosa.

En el caso de la papaina, tiene una amplia especificidad,
es decir, digiere la gran mayoria de las proteinas, y en el
caso de las carnes tratadas, tienden a volverse cada vez
mas blandas. Estas proteasas también se han utilizado
para coagular la leche, formar queso, asi como en el pro-
ceso de clarificacion de la cerveza.
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A pesar de esto es la primera evidencia en tejido vegetal,
que contribuye a la obtencion de celulosa (Hernandez et
al., 2023d).

Figura 1. Morfologia del tejido de cascarilla de arroz (sec-
cion transversa) con diferentes tratamientos. 1) Sin trata-
miento, magnificada 1000 y 2000 X, varilla de 10 pm. 2)
Muestra tratada con enzimas (Brom. /Pap.) magnificada
1000 y 2000 X respectivamente, con varilla 10 pm.
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Fuente: Elaboracion propia

Un analisis puntual al microscopio de barrido (SEM), de la
Cascarilla donde se hizo un analisis de elementos (EDS)
(Tabla 2), muestra valores de Nitrégeno (N) en la mues-
tra control (10.90 %). Mientras que en la siguiente que
corresponde a la cascarilla tratada con enzimas (Brom/
Pap), los valores de este elemento disminuyeron a la mi-
tad (5.26 %).

Tabla 2. Valores de un andlisis puntual de elementos qui-
micos (EDS), en la fibra de cascarilla con agua (control)
en microscopia de barrido (SEM).

Fibra Control

Elementos | ms% | mol% | Sigma | Net Kratio Line
N* 10.9 14.6 5.74 915 0.0030189 K
@) 4884 | 5725 |24 14694 0.0122753 K
Si 38.82 1.2 69235 0.0207785 K
Fibra tratada (Brom/Pap)

N* 5.26 7.47 6.88 80 0.0002655 K

@) 47.61 59.17 2.33 3254 0.0027183 K
Si 47.13 33.37 1.27 17469 0.0052426 K

Fuente: Elaboracion propia

Lo anterior confirma la pérdida de proteinas, las que son
desnaturalizadas con el tratamiento de proteasas, con-
siderando los valores que se han reportado para la cas-
carilla por algunos investigadores Abdul et al. (2012);
Rodriguez-Almarza (2007) y Valverde et al. (2007). Lo que
produce finalmente una mejor estructura de la fibra, antes
de la sintesis de celulosa (Hernandez et al, 2023a).

Los resultados de la obtencién de celulosa resultan fa-
vorables como se muestra en la Tabla 3, puesto que, al
comparar la celulosa obtenida de la cascarilla tratada con
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enzimas proteoliticas con la celulosa obtenida de la cas-
carilla que fue tratada con agua existe un rendimiento de
44.51 %.

Ademas, como propuesta extra el tratamiento adicional,
con enzimas proteoliticas (Brom/Pap) y cloruro de calcio
(CaCl,) al 10%, logré mejor resultados, por la presencia
del Cloruro de calcio, que mejora la actividad de las enzi-
mas proteoliticas. Como se muestra en la Tabla, el mismo
procedimiento ofrecié un rendimiento del 47.41%.

Tabla 3. Rendimiento de celulosa obtenida de cascarilla
de arroz en gramos (g), previamente tratada con enzimas
(Brom/Pap), no tratada (Se hizo un promedio de las tres
repeticiones para cada tratamiento y tratada con enzimas
(Brom/Pap) y CaCl,

Tratamiento Tratada | Tratamien-
con to CaCl2y | (Control)
enzima enzimas
Tratamiento (Con agua 19.45 19.50 19.39
/ enzimas/CaCl2 +
enzimas)
Tratamiento alcalino 14.12 16.15 11.83
Blanqueamiento 8.71 10.66 8.10
Pretratamiento acido 8.21 9.48 6.58
Celulosa 8.21 9.48 6.58
Rendimiento (%) 44 .51 47.41 35.84

Fuente: Elaboracion propia

Obtencion de la nanocelulosa

En la figura 2, se presenta el espectro FTIR de los tratamientos,
tomando en cuenta un barrido del numero de ondas desde 4000
a 550 cm™. En el rango de 3500 a 3100 cm™ se encuentran los
estiramientos O-H donde indica una vibracion en las moléculas,
compuesto por una banda ancha en ambas muestras. Esto se
debe a que hay mayor nimero de grupos O-H mostrados por el
tratamiento, este resultado coincide con lo reportado por (Han
et al., 2013) el cual obtuvo nanocelulosa mediante hidrélisis
acida a partir de desechos de madera. En cuanto a la muestra
control cristalino de microcelulosa presento un pico similar en
el rango de 3500 a 3100 cm™ lo que, la hace igual a los ensayos
1y 2. Asimismo, se observd un estiramiento de los enlaces C-H
gue se encuentran en un rango de 2999 a 2850 cm}, igualmente
se encontrd un pico que indica la flexion de puentes de H del
agua absorbida en el rango de 1650-1600 cm™. Algunos informes
muestran que dentro del rango de 1500 a 1380 cm™ se obtiene
una flexién de O-H dentro del plano y una flexion de puentes de
C-H. También, se observé una sefial particular que es el estira-
miento de C-O dentro de un rango de 900 a 1200 cm™. Y final-
mente, se tiene la flexion de O-H fuera del plano que esta dentro
de un rango de 660 a 600 cm™
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Fig.2. Espectro comparativo mediante espectroscopia
de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), entre
una muestra control cristalino de microcelulosa y los tra-
tamientos enzima y agua.
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Fuente: Elaboracion propia

Los espectros obtenidos mediante los tratamientos en-
zima y agua, coinciden con lo reportado anteriormente
(Hernandez et al., 2023 a,b) debido a que, reportaron es-
tos mismos grupos funcionales al obtener nanocelulosa
mediante la hidrdlisis enzimatica, se puede concluir que,
si se logré obtener nanocelulosa, puesto que, existen
otros trabajos que obtuvieron los mismos resultados en
SUS espectros.

La figura 3, muestra imagenes de nanocelulosa obtenida
en los tratamientos donde se muestra su estructura y mor-
fologfa, comparando la muestra Control (3°), con la trata-
da con enzimas (3°). Se observan las nanoparticulas de
entre 200 nm que estan dispersas en la superficie, estas
son visualizadas con magnitudes de 5000 X (linea 5 um),
(Hernandez et al., 2023a).

Fig. 3. Micrografia de nanocelulosa obtenidas mediante
SEM (30000 X 0.5 um) de los tratamientos. (a) control, (b)
tratada con complejo enzimatico.

Fuente: Elaboracion propia
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La figura 4 muestra el andlisis de diferenciacion calori-
meétrica de barrido (DSC) con cristalinidad y estabilidad
térmica de las muestras.

Figura 4. Resultados del andlisis de Calorimetria dife-
rencial de barrido (DSC) desde 50°C-350°C con las tres
muestras de nanocelulosa.
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Fuente: Elaboracion propia

La muestra de nanoparticulas segun el protocolo aplica-
do muestra la temperatura de cristalizacién con un pico
bien definido a los 150°C, tipico de una cristalizacion para
nanocelulosa, mientras que el control ofrece tres picos,
con etapas de transicion, a 100°C, segundo a los 125°C
y por ultimo la cristalizacion final a los 149°C, lo anterior
corrobora lo obtenido por (Hernandez et al., 2022), lo que
confirma la estabilidad térmica, similares resultados infor-
mados (Kaur et al.,, 2018) para nanocelulosas extraidas
de céscaras de cascara de arroz respectivamente.

Los resultados del rendimiento fueron inferiores en ambos
casos (1.1 y 1.06), a los obtenidos con otros protocolos
aplicados previamente. Claro que la produccion podria
ser mayor, si tenemos rendimiento 6ptimo de materia pri-
ma de partida. Estos resultados no coinciden, con los re-
portados por Martinez (2022). Algunos aspectos pueden
influir en rendimiento como: pH, temperatura, afinidad de
union, actuaran las enzimas sobre la celulosa, afectando
asf el rendimiento del proceso (Michelin et al., 2020).

Conclusiones

La aplicacion de enzimas proteoliticas (Brom/Pap) sobre
la cascarilla de arroz permite la desnaturalizacion de las
proteinas que forma parte del tejido vegetal y contribu-
yen a mejorar el rendimiento de celulosa. Los protocolos
aplicados para sintetizar nanocelulosa mediante hidrdli-
sis enzimatica, son efectivos logrando nano particulas de
200 nm, pero aun se necesita mayor ajuste para lograr
rendimientos superiores a los propuestos para una etapa
industrial.
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