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RESUMEN

Para la realizacion de este experimento se extrajo lignina de cascaras de nuez
mediante hidrolisis con mezcla de acido acético y agua (65:35). Posteriormente, se
prepararon tres soluciones de lignina; a 10, 50,100 ppm y un testigo absoluto, las
cuales se aplicaron via foliar en las plantulas de tomate bajo condiciones de
invernadero de modo semanal.

Mediante diferentes técnicas de caracterizacion se pudo evidenciar la presencia de
lignina depues de la extraccion.

Los resultados mostraron que es posible obtener un 15% (p/p) de lignina de las
cascaras de nuez con el uso de solventes suaves como la mezcla de acido acético y
aguay al ser aplicado a diferentes concentraciones (10, 50y 100 ppm) se evidenci6 un
incremento en el crecimiento; un mayor nimero de hojas compuestas con 50 y 100
ppm, el peso fresco del tallo incrementd con 10 y 50 ppm, la altura y la biomasa en

fresco aumenté con las tres concentraciones (10, 50 y 100 ppm).

Lo anterior concluye que la aplicacion de lignina extraida de cascara de nuez con una
solucion de &acido acético: agua, evidencian un efecto bioestimulante sobre el

crecimiento de las plantulas de tomate.

Palabras Clave: Lignina, Bioestimulante, Hidrolisis, Cascara de Nuez.

ABSTRACT

To carry out this experiment, lignin was extracted from walnut shells by hydrolysis with
a mixture of acetic acid and water (65:35). Subsequently, three lignin solutions were
prepared; at 10, 50,100 ppm and an absolute control, which were applied foliarly to

tomato seedlings under greenhouse conditions on a weekly basis.
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Through different characterization techniques, the presence of lignin after extraction

could be evidenced.

The results showed that it is possible to obtain 15% (w/w) of lignin from walnut shells
with the use of mild solvents such as a mixture of acetic acid and water and when
applied at different concentrations (10, 50 and 100 ppm). an increase in growth was
evident; a greater number of compound leaves with 50 and 100 ppm, the fresh weight
of the stem increased with 10 and 50 ppm, the height and fresh biomass increased with
the three concentrations (10, 50 and 100 ppm).

The above concludes that the application of lignin extracted from walnut shells with a
solution of acetic acid: water shows a biostimulant effect on the growth of tomato

seedlings.

Keywords: Lignin, Biostimulants, Hydrolysis, Walnut Shell.

I.INTRODUCCION

La lignina, oligbmeros de lignina y modificaciones quimicas de estos, de manera muy
reciente han sido aplicados en la produccion de cultivos, en donde estas moléculas
han funcionado como acarreadores y dosificadores de macro y micro elementos
esenciales, asi como efectos benéficos directos sobre el incremento a la tolerancia al

estrés, e incremento en la produccion (Ahmad et al. 2021).

Una gran ventaja del uso de este biopolimero como bioestimulante del metabolismo
vegetal es su abundancia en la naturaleza, ya que consitiuye un 40% de la pared
celular de las plantas y mas aun de los materiales maderables y lefiosos, por lo que

una importante fuente son los agrodesechos (Sanchez 2009).

En el norte de México, un cultivo de suma significancia econdémica es la nuez. Los

estados donde se lleva a cabo la mayor produccién son Chihuahua, Coahuila'y Sonora;

12



en los dltimos 15 afios la superficie sembrada ha incrementado un 80%, llegando

actualmente a las 146 000 hectareas sembradas (Orona Castillo et al. 2019).

Este cultivo genera desechos en un 50% del total de la produccion (Ranum, Pefia-
Rosas, and Garcia-Casal 2014; Suarez-Jacobo et al. 2016), y estos representan una
fuente de moléculas de interés comercial como la lignina, la cual puede ser
aprovechada para la mejora en la produccion de hortalizas, asi como reducir el
volumen de este desecho.

La obtencién de lignina usando acidos inorgénicos fuertes como sulfarico o clorhidrico,
a temperaturas entre 180-250 °C por 2 hrs es proablablemente la técnica mas
empleada (Chio, Sain, and Qin 2019).

Sin embargo, de manera reciente y de acuerdo con la necesidad de aplicacién de
tecnologias verdes con mayor responsabilidad ambiental, han sido usados éacidos
organicos como el acético, lactico y oxalico, obteniendo rendimientos de entre 15-44%
de lignina (Hong et al. 2020).

Mencionado todo lo anterior, el objetivo del presente proyecto de investigacion fue
promover el uso de los agroresiduos de la nuez como materia prima para la obtencion
de lignina, mediante tecnologias verdes, y su aplicacibn como bioestimulante sobre el

crecimiento de plantulas de tomate.

I.LOBJETIVO GENERAL

Obtener lignina mediante el uso de tecnologia verde y evaluar su efecto bioestimulante

sobre la germinacién y crecimiento de plantulas de tomate.

2.10bjetivos especificos

2.1.2) Obtencion de lignina de cascara de nuez mediante el uso de tecnologias

verdes.
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2.1.3) Caracterizacion de lignina obtenida de la cascara de nuez.

2.1.4) Evaluar el efecto bioestimulante de la lignina sobre variables de

crecimiento de plantulas de tomate.

.HIPOTESIS

Es posible obtener mediante tecnologia verde un extracto con alto contenido de lignina
de residuos de cascara de nuez, el cual al ser aplicado en plantulas de tomate

evidenciara un efecto bioestimulante sobre la germinacion y el crecimiento.

IV.REVISION DE LITERATURA

La lignina es un compuesto heteropolimérico presente en la pared celular del tejido
vascular de las plantas, proporcionando resistencia estructural frente a tensiones y
presién hidrica, ademas de apoyo a células especializadas en funciones de sostén y
almacenamiento. Junto con la celulosa, constituye los principales componentes de la
biomasa, utilizados en la produccién de biocombustibles y en la identificacion de
especies maderables. Aunque su estudio se centra mayormente en aplicaciones
industriales, hay una escasa investigacion dirigida a comprender su evolucion y los

procesos anatémico-quimicos de los tejidos conductores. (Weng y Chapple, 2010).

En términos generales, se reconocen tres tipos principales de lignina en las plantas:
uno que contiene lignina de tipo guayacilo e hidroxifenilo, comun en briofitas, licofitas
y gimnospermas; otro que contiene lignina de tipo siringilo, guayacilo e hidroxifenilo,
predominante en angiospermas; y un tercero presente en pastos (monocotiledéneas),
compuesto principalmente por guayacilo e hidroxifenilo, con menor presencia de
siringilo. La lignina es un polimero fenélico con una composicion diversa debido a los

distintos mondémeros y enlaces resultantes de la accion de diversas enzimas durante
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la biosintesis y la polimerizacion en la pared celular. En esta revision, se documentan
las caracteristicas destacadas de la molécula de lignina, su proceso de biosintesis,
polimerizacion en la pared celular y la evolucion de la lignificacion. (Ros Barcel6 et al.,
2004).

La lignina, un heteropolimero, estd compuesta principalmente por tres mondémeros
fenilpropanoides, conocidos como monolignoles: el alcohol p-cumarilico (p-
hidroxifenilo), coniferilico (guayacilo) y sinapilico (siringilo). Ademas de estos, se
consideran como monomeros estructurales a monolignoles acetilados (ésteres de
coniferilo y sinapilo), hidroxicinamatos (acido p-cumarico, ferulato y sinapato),
coniferaldehido, sinapaldehido, acido ferulico y alcohol 5-hidroxiconiferaldehido. Estos
monolignoles se unen mediante mas de veinte enlaces distintos, siendo los més
comunes los 3-O-4, B-5, 5-5, 4-O-5, B-B y B-1, dando lugar a diversas estructuras como
guayacilglicerol- aril éter, fenilcumaranos, diarilpropanos, resinol, bifenil y difenil éter.
El enlace predominante en la lignina es el B-aril éter (B-O-4), aunque existen otros
enlaces como B-5, B-1, B-B, 5-5 y 5-O-4. Durante el proceso de lignificacion, los
hidroxicinamatos (p-cumarato, ferulato y sinapato) se copolimerizan con los
monolignoles, lo que promueve la formacion de ramificaciones en la estructura de la
lignina y la acetilacion de polisacaridos, como en el caso de los pastos donde los
ferulatos y el p-cumarato acetilan a los arabinoxilanos. Los hidroxicinamatos tienen un
papel fundamental en la union entre polisacaridos y en la formacién de enlaces entre
ellos. (Ralph, 2010).

Por consiguiente, los ferulatos actian como puntos de nucleacién donde la lignina se
acumula, ya que conectan los monolignoles (siringilo y guayacilo) con los polisacéaridos
estructurales (principalmente xilanos y pectinas) mediante enlaces covalentes de tipo
8-0-4’, 5-B3, 4-0O-B’, -5, 5-5’ y 8-pB’. La presencia de enlaces éster, entre monolignoles
ferulados (F-MG o MS), facilita la separacion de los monomeros mediante métodos de
degradacion, dado que estos enlaces son débiles. Esto es evidente en el caso de la
lignina de tipo siringilo-guayacilo (en angiospermas), que presenta un mayor nimero
de enlaces ésteres de tipo (-O-4, haciéndola menos resistente a la hidrdlisis en

comparacion con la lignina de tipo guayacilo (en gimnospermas). Ademas, se ha
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identificado una nueva forma de lignina, de tipo C (alcohol catequilo), en la cubierta de
semillas de especies como vainilla y cactaceas, aunque no se ha encontrado en el

tejido vascular de otras plantas. (Do et al., 2007).

La biosintesis de lignina es mas energéticamente costosa que la de celulosas y
hemicelulosas. Dado que las plantas no pueden degradar la lignina, su proceso de
sintesis esté altamente regulado. La fenilalanina (en pastos, la tirosina) es el principal
precursor de los mondmeros de lignina, que se producen a través de la ruta metabdlica
del acido shikimico, la cual tiene lugar en los plastidios. La fenilalanina se convierte en
acido cinamico, luego en acido p-cumarico, y finalmente en p-cumaril CoA. Esta
molécula es el sustrato en dos rutas: una que forma el alcohol p-cumarilico (o lignina
H), y otra mas compleja que produce los diversos mondmeros de la lignina, como el
acido ferudlico (ferulatos), acido sinapico, alcohol catequilo (lignina C), alcohol

coniferilico (lignina G) y alcohol sinapilico. (Barros et al., 2015).

El proceso de polimerizacidon de la lignina ocurre en la pared celular a través de la
polimerizacién oxidativa de los mondmeros secretados. Los radicales de los
monomeros de lignina se enlazan entre si formando enlaces condensados C-C como
5-5’, B-5’, B-B y B-1’, asi como enlaces no condensados C-O-C como B-O-4’. Esta
polimerizacién es de tipo "endwise", ya que los nuevos mondmeros se acumulan y se
entrelazan con los dimeros, trimeros y oligdmeros previamente formados, resultando
en una molécula lineal que a veces se ramifica debido a enlaces de tipo 5-5 o0 4-O-5.
Después de la deshidrogenacion de los radicales, la polimerizacién ocurre bajo un
control quimico estricto denominado "aleatorio". Actualmente, se ha demostrado que
proteinas especificas participan en la lignificacion; estas incluyen lacasas
dependientes de 02 y peroxidasas dependientes de H202. Las lacasas actuan
directamente sobre todos los monolignoles de la lignina mediante la oxido-reduccion
de p-difenoles utilizando O2. Estas enzimas son cruciales para la polimerizacion de la
lignina, y su actividad se detecta durante la lignificacion del xilema, con la transcripcion
de lacasas regulada de manera similar a la de los monémeros (Koutaniemi, Malmberg,

Simola, Teeri y Karkdnen, 2015). La presencia de diferentes isoformas de lacasas esta
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relacionada con el tipo celular en el que se encuentran, y es posible observar dos o

mas lacasas activas simultaneamente. (Zhao et al., 2013).

Las peroxidasas son una familia multigénica con un numero de isoformas mucho
mayor que las lacasas, llegando a aproximadamente 138 enzimas en las
angiospermas a lo largo de la evolucion de las plantas. Estas enzimas son muy afines
al alcohol coniferilico y menos al alcohol sinapilico, debido a la propension del primero
a la oxidacion. Pocas peroxidasas pueden oxidar el alcohol sinapilico debido a un
impedimento estérico en el sitio de union, causado por los metoxilos del alcohol
sinapilico que forman contactos hidréfobos desfavorables con el esqueleto de la
enzima. Las enzimas que pueden oxidar los mondémeros de siringilo se encuentran en
las gimnospermas basales y en plantas ancestrales. Tanto las lacasas como las
peroxidasas pueden tener especificidad durante la polimerizacion de lignina, actuando
en las células de la banda de Caspary (peroxidasas) y en los elementos traqueales
(lacasas). En algunas especies, ambas enzimas pueden participar en la lignificacion
de los elementos traqueales (ET) (Sterjiades, Dean, Gamble, Himmelsbach y Eriksson,
1993).

Se han propuesto tres posibles modelos para la accion de las enzimas:

1. Modelo de intervencién secuencial por especificidad del sustrato: En este
modelo, las lacasas primero producen oligolignoles, que luego son utilizados
por las peroxidasas para continuar polimerizando los monémeros.

2. Modelo de intervencién secuencial espacio-temporal: Aqui, ambas enzimas
actuan en diferentes lugares y momentos. No solo actian en el tejido lignificado,
sino también en células cooperativas de la lignificacion, como el parénquima no
lignificado.

3. Modelo de formacion de complejos proteinicos: En este caso, los monolignoles
se unen a diferentes complejos proteinicos que restringen los sitios de union.
Para que las peroxidasas polimericen la lignina, la enzima NADPH oxidasa
participa proporcionando oxigeno reactivo durante la lignificacion. La NADPH

oxidasa pertenece a una familia multigénica de enzimas y funciona junto con
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tres dismutasas superoxidasas (CuzZn-SOD, Fe-SOD y Mn-SOD). Estas
dismutasas utilizan los radicales producidos por la NADPH oxidasa y los
transforman en O2 y H202, que sirven como sustrato para el funcionamiento

de las peroxidasas (Gill y Tuteja, 2010; Sirokméany y Geiszt, 2019).

La lignina esta presente en diversas regiones de la pared celular de las plantas y se
considera un heteropolimero aromético ramificado, formado aleatoriamente por
unidades de fenilpropano. Investigaciones recientes sobre la transformacion quimica
y biologica de residuos agricolas en productos de alto valor han centrado su atencién
en compuestos como la lignina. Esto se debe a que la conversion de residuos agricolas
en productos finales requiere necesariamente la remocion de dicho compuesto. Por
ejemplo, para obtener combustibles celulésicos, es imprescindible separar la lignina
del resto de los componentes de la biomasa. Comunmente, la industria papelera y las
biorrefinerias generan grandes cantidades de lignina como subproducto de sus
procesos, pero estas suelen quemarse para producir energia de bajo costo (Zakzeski
et al., 2010). Numerosas investigaciones han propuesto utilizar estas ligninas en
diversas aplicaciones, como en resinas fenodlicas sustituyendo el fenol quimico por
fenol derivado de la lignina, como adhesivo natural para medicinas, alimentos y
textiles, como materia prima para la fabricacion de fibras de carbono y como
antioxidante de polimeros termoplasticos (Pouteau et al., 2003).

Por otro lado, los materiales lignocelulésicos no convencionales, como vainas,
cascaras, frutos secos o malezas, estan recibiendo mucha atencion como fuentes de
polimeros lignocelulésicos. El lirio acuatico (Eichhornia crassipes), una maleza
invasora de lagos y rios, ha sido ampliamente explorado como materia prima para la
elaboracién de biocombustibles debido a su considerable contenido de lignina. Sin
embargo, hasta la fecha, no se han realizado investigaciones sobre la extraccion y

caracterizacion de la lignina obtenida de estas plantas.

Otro material lignocelulosico altamente abundante son las cascaras de nuez pecanera
(Carya illinoinensis), que se obtienen en grandes cantidades durante el descascarado

de nueces. El procesamiento de nueces descarta del 40 al 50 % de su peso en
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cascaras, que tienen poco valor econdmico y su eliminacibn es costosa.
Recientemente, se ha informado que los extractos o infusiones alcoholicas de las
cascaras de nuez pecanera poseen actividad antioxidante y antibacteriana. Aunque se
ha investigado la extraccion de lignina a partir de cascaras de frutos secos, la cascara

de nuez pecanera no se ha estudiado con este proposito.

Generalmente, la extraccion de compuestos fendlicos a partir de cascaras de frutos
secos se realiza utilizando alcoholes como solventes, aunque estos logran bajos
rendimientos de extraccion. En contraste, el uso de &acidos organicos (proceso
organosolv) se ha aplicado ampliamente para remover lignina de varias biomasas
lignoceluldsicas con resultados favorables. El proceso organosolv permite separar y
obtener de forma individual celulosas, hemicelulosas y ligninas, ademéas de que los
acidos organicos utilizados pueden recuperarse y reutilizarse. Las ligninas aisladas
utilizando acidos organicos, denominadas ligninas organosolv, tienen mayor pureza
gue las obtenidas mediante otros procesos quimicos (Espinoza-Acosta et al., 2014).
Ademas, la lignina obtenida por el proceso organosolv es altamente soluble en varios
solventes organicos. Su pureza, actividad antioxidante y alta capacidad de
solubilizacion pueden ser utiles en aplicaciones como adhesivos, resinas fendlicas,

antioxidantes y protectores UV de materiales termoplasticos.

En este sentido, el objetivo de este trabajo fue la extraccidon y caracterizacion de dos
materias primas lignoceluldsicas no convencionales como fuentes potenciales para la

obtencién de lignina con propiedades antioxidantes.

La actividad antioxidante de las plantas esta asociada a compuestos fendlicos cuya
estructura quimica con grupos hidroxilo les permite actuar como antioxidantes
primarios al inicio del proceso oxidativo o en la etapa de terminacion, cuando se
generan los radicales libres. La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
protege al organismo contra las especies reactivas de oxigeno y los radicales libres

implicados en la génesis del estrés oxidativo.
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La lignina es el polimero fendlico natural mas abundante en la naturaleza. Esta
constituida por unidades entrecruzadas de alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y
alcohol sinapilico. La composicion y estructura de la lignina varian dependiendo de su
origen y del método de extraccion o aislamiento utilizado (Lu y John, 2010).

Los antioxidantes son moléculas que pueden capturar o inhibir los radicales libres
presentes en sistemas vivos y alimentos, evitando asi la oxidacion mediante la
donacién de atomos de hidrogeno o la transferencia de electrones. Los antioxidantes
pueden ser naturales, como ciertas vitaminas, tocoferoles y minerales, o sintéticos,
como el butilhidroxianisol (BHA) y la terbutilhidroquinona (TBHQ). En la actualidad, el
costo de manufactura de los antioxidantes sintéticos, los riesgos potenciales para
humanos y animales, asi como la necesidad de aumentar la seguridad alimentaria,

han incrementado la demanda de antioxidantes naturales.

Los polifenoles son un grupo de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante.
Recientemente, el interés en los polifenoles ha aumentado debido a su capacidad para
capturar radicales libres y evitar las reacciones en cadena que llevan a la oxidacion.
Se ha observado que presentan efectos favorables en la antioxidacion de proteinas y
lipidos (Kortenska et al., 2002).

El tomate es la hortaliza mas cultivada en todo el mundo y la de mayor valor
econdmico. Su demanda sigue en aumento, impulsando su cultivo, produccion y
comercio. El incremento anual de la produccién en los ultimos afios se debe
principalmente a un aumento en el rendimiento, y en menor medida, a la expansion de

la superficie cultivada.

El tomate se cultiva en diversas zonas con una amplia variabilidad de condiciones
climéaticas y de suelo, aunque predominantemente en climas secos, tanto para
consumo fresco como para uso agroindustrial. La produccién global de tomates para
consumo fresco y procesamiento se estimaba en 108 millones de toneladas métricas,
con un rendimiento promedio de 36 toneladas por hectarea. Asia produce mas de la

mitad del tomate mundial.

20



Segun cifras de la FAO, el comercio mundial de tomate y sus productos crecié un 33%
entre 1991 y 2001, principalmente debido al comercio de tomates frescos, que
representa el 75% de este aumento. En términos de valor de exportacion, la pulpay el
jugo de tomates se han mantenido relativamente constantes (Monardes, H. 2009).

V.MATERIALES Y METODOS

5.1 Extraccion de lignina con solventes organicos

La cascara de nuez fue triturada en un molino de cuchillas con malla de un 1 mm de
diametro, y llevada a sequedad a 70°C por 48 horas. Para la extraccion de la lignina
se realizd un tratamiento de hidrdlisis con una mezcla de acido acético (AC) y agua
destilada (AD) 65/35 V/V. Se agregaron 50 g de cascara de nuez seca y molida a un
reactor de vidrio de 4 L, y se adicioné la mezcla AC/AD en proporcion 1:10 (p/v) y se

calenté a 80°C con agitacidén constante durante 4 horas.

El extracto lignocelulésico obtenido de la hidrdlisis se filtré por gravedad en un embudo
blchner de porcelana con malla de nylon como filtro. La parte sélida se llevd a
sequedad a 70°C durante 48 horas, el extracto filtrado se precipitd 3 veces en su
volumen en etanol al 95%, donde se obtuvo hemicelulosa, la lignina soluble se
rotaevapor6d para eliminar el etanol y asi purificar la lignina, en la Figura 1 se

esquematiza todo el proceso de extraccion mencionado.
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Figura 1. Esquematizacion de la extraccion de la lignina de las casacaras de nuez
mediante hidrdlisis.

5.2 Caracterizacion fisicoguimica de la lignina

5.2.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

La composicion lignoceluldsica de la cascara de nuez se determiné usando un analisis
termogravimétrico (TGA), pesando 12.2 mg de la muestra, mediante el método descrito
por (Diez et al. 2020). Se uso un equipo TGA Q500 de TA Instruments. El rango de
temperaturas para el analisis fue de 20-700°C, empleando una velocidad de
calentamiento 10°C/min, flujo de nitrdgeno 50 mL/min.

5.2.2 Resonancia magnética nuclear (*H NMR).

La estructura quimica de la lignina obtenida se estudié por 'H NMR, el andlisis se llevd
a cabo en un espectrometro de resonancia magnética nuclear marca Bruker de 400
MHz. La adquisicion y el manejo de los datos se realizaron mediante el software

TopSpin y MestReC respectivamente. La muestra fue disuelta en dimetilsulfoxido
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deuterado (DMSO-ds) y colocada en tubos de cuarzo de 5 mm de diametro, para

posteriormente ser analizada a temperatura ambiente.

5.2.3 Espectroscopiainfrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Para el andlisis por espectroscopia de infrarrojo (FTIR) se utilizé el equipo Nicole Is10
modelo Thermo Fisher Scientific. La toma de los datos se realiz6 con una escala de
absorbancia desde 4000 hasta 600 cm™ del espectro electromagnético. Usando un
detector DTGS KBr.. Para procesar los espectros se utilizo el programa OMNIC. Los

analisis se realizaron por duplicado.

5.2.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Dispersion de Rayos X

La morfologia de la lignina se examind mediante microscopia electronica de barrido
(SEM). La composiciéon quimica de la lignina obtenida se determiné mediante
espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) acoplada a SEM.

Previamente la lignina fue recubierta por una capa de oro.

5.2.5 Dispersion dinamica de luz (DLS)

EL diametro de particula (Dp) de la lignina extraida de la cascara de nuez se obtuvo
utilizando la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) con un analizador de particula
Malvern Zetasizer (nano zs) a 25 °C. Para este andlisis se utilizaron 2 disoluciones de

500 y 1000 ppm en metanol.

5.3 Evaluacion del efecto bioestimulante de la lignina extraida de la cascara de

neuz en plantulas de tomate

5.3.1 Sitio Experimental.
El presente trabajo experimental se realizd en las instalaciones de la Universidad

Autonoma Agraria Antonio Narro, en el Departamento de Horticultura, en un
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invernadero tipo capilla de medidas 7 metros de ancho x 14 metros de largo de
mediana tecnologia, ubicado en la colonia Buenavista al sur de la ciudad de Saltillo,
Coahuila en las coordenadas geograficas de 25° 21’ 19” latitud N, y 101° 01’ 49”
longitud W a una altitud de 1777 metros sobre el nivel del mar.

5.3.2 Disefio experimental
Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos de 10 repeticiones

cada una, siendo una planta una unidad experimental.

5.4.Trasplante.

Para la obtencién de las plantulas de tomate, se sembrarén semillas variedad
floradade en charola de germincién de poliestireno de 128 cavidades, con sustrato 1:1
de de perlita y peat moss, colocando 2 semillas por cavidad, estas fueron colocadas
en camara bioclimatica a temperatura de 28 °C, en oscuridad hasta la germinacion. A
las cuatro semanas posteriores a la siembra fueron trasplantadas a macetas de 500

mL de poliestireno con sustrato mas perlita en proporcion 1:1.

5.5.Fertilizacién y Riego.

Estas fueron regadas y nutridas con (100 ml) aplicando solucién Steiner al 25%
diariamente de forma manual con un pH de 6.3 y una conductividad eléctrica de 2
dS/m.

Cuadro 1. Concentraciones de la solucion nutritiva segun (Steiner, 1961)

Macronutrientes Miliequivalentes (Meq)
KH2PO4 1
MgS0Oa4.7H20 4
Ca(NOs3)2.4H20 9
KNOs3 12
K2SO4 7
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Micronutrientes Partes por millén (ppm)

HBO3 0.5
MnSOs4 0.7
ZnS0Oq4 0.09
CuSO4 0.02

Fe quelado 3

5.6.Tratamientos.

El experimento consistio en aplicar cuatro diferentes concentraciones de lignina: 0, 10,
50 y 100 ppm, por aspercion foliar a 10 plantulas por cada una de estas. Se inici6 el

dia del trasplante, y se repetié una vez por semana por cuatro semanas.

Estas plantulas tuvieron una distribucidon completamente aleatorizada, siendo una

unidad experimental una plantula.

5.4.Muestreo.

Se realizdé un muestreo completamente al azar, a las cinco semanas posteriores al
trasplante, un dia posterior a la aplicacién del dltimo tratamiento. Se tomarén 5
plantulas completas de cada tratamiento para la medicién de las variables de
crecimiento, de modo no destructivo: numero de foliolos, nimero de hojas compuestas,
area foliar, diametro del tallo, altura de la plantula, longitud de raiz. De modo
destructivo: peso freso de hojas, raiz , tallo y peso fresco total, peso seco de hojas,

tallo, raiz y peso seco total.

5.5.Biomasa frescay seca

Las plantas se dividieron en tallo, raiz y hojas y se pesaron utilizando una balanza
digital, registrando el peso fresco. Posteriormente se colocaron en un horno de secado
por 76 horas a una temperatura de 76°C para luego pesarse y registrar nuevamente

el peso seco expresado en gramos.
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VI. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion de la cascara de nuez

6.1.1 Andalsis termogravimetrico

El analisis termogravimétrico (TGA) proporcion6 informacion puntual sobre la perdida
de masa de la cdscara de nuez en funcion de la temperatura cuando esta se calienta
en una atmésfera controlada. El contenido del material lignocelulésico obtenido se

muestra en la Tabla 1, mediante las curvas DTG que se obtiene a partir de la primera

derivada de la curva TGA.

Cuadro 2. Contenido de material lignocelulésicos en la cascara de nuez

(%) (%)

Humedad 10.2 Hemicelulosa 19.2
Material volatil 60.7 Celulosa 20.1
Cenizas 29.1 Lignina 15.6

6.1.2 Resonancia magnética nuclear de proton (*H NMR)

En la Figura 2 se muestra el espectro de *H NMR de la muestra de lignina extraida de
la cascara de nuez, asi como también la estructura quimica simplificada de la lignina
para la identificacion de las sefiales mas importantes. De forma adicional se presenta
una comparacion del espectro del producto de extraccion de la cascara de nuez de
este trabajo y un espectro de la lignina reportado por (F. Xu et al 2006), y se puede
apreciar la gran similitud de sefiales que existe entre ambos espectros, lo cual confirma
la exitosa obtencion de lignina a partir del método de extraccion bajo condiciones

suaves reportadas en este trabajo.

Al tratarse de un polimero natural, la estructura de la lignina no esta bien definida, y
esto se evidencié mediante la aparicién de muchas sefales, de las cuales se lograron

identificar las mas importantes; en la region de 6.2 a 7.5 ppm las sefales
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correspondientes a los protones aromaticos de la lignina, especificamente a los

atribuidos a las estructuras conocidas como “syringylpropane” y “guaiacylpropane”

(O,Faix, et al 1992), Por otro lado, la sefial que abarca aproximadamente de 3.5 a 4.0

ppm es atribuida a los protones de los grupos metoxi (CHs-O-) que se encuentran

distribuidos en diferentes posiciones en toda la estructura general de la lignina. Existen

algunos grupos hidrocarbonados alifaticos en la compleja estructura de la lignina,

principalmente en las cadenas laterales de la lignina, y éstos son observables en la

region de 0.8 a 2.0 ppm.
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Figura 2. Espectro de la resonancia magnética nuclear de proton de las muestras de

lignina.
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6.1.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La muestra de lignina analizadas por FTIR evidenciaron la presencia de grupos
funcionales caracteristicos de este polimero como: hidroxilos fendlicos y estructuras
alifaticas en la banda ancha de 3500 a 3350 cm™. Las bandas centradas alrededor
2927 a 2848 cm™ que surge predominantemente del estiramiento del C-H en los
grupos metoxilo aromaticos y en los grupos metilo y metileno de las cadenas laterales.
Las bandas observadas en el rango de los 1700 cm™ indican la presencia de grupos
carbonilos no conjugados. Especificamente, las bandas a 1716 y 1711 cm™ son
atribuidas a la esterificacion de los grupos fenol y alcoholes de la cadena de propano
(Ca y Cy) durante el proceso de extraccion usando acido acético y férmico. La
vibracion del esqueleto aroméatico de la lignina se registré en el rango de bandas de
1559-1607 cm™. Las sefial correspondientes en el rango de 1240 se debe al
estiramiento de unidades guaiacil(G), por otra parte también se pueden apreciar
deformaciones de estas unidades en 1020 cm™, las sefiales en el rango de 820 cm™
representa las vibraciones del plano C-H de las unidades de guaiacil, finalmente se
observan flexiones asimétricas de los grupos HC-CH, tal como se muestran en la
Figura 3. Los resultados obtenidos de este analisis estan en buen acuerdo con
investigaciones previas reportadas por. O,Faix et al 1991 , Negréo et al 2015y L.M.
Kline et al 2010.
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Figura 3. Espectro FTIR de la lignina extraida de la cascara de nuez.
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Figura 4. Espectro FTIR de la cascarilla de arroz, sin y con tratamiento por explosion

de vapor (Naveda Rengifo, et al.2019)

Cuadro 3. Assignment of infrared spectral bands for lignin (L.M. Kline et al 2010).
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Observed Peaks (cm™)

Peak Assighment

1707-1691 Unconjugated carbonyl stretching of
aldehyde/ketone groups
1615-1600 C=C stretching of aromatic ring in lignin
1567 C=0 stretching (ionic compounds only)
1515-1511 C=C stretching of aromatic ring in lignin
1460-1459 C-H bending of methyl and methylene groups
1425-1423 C-H deformation in lignin
1327-1323 C=0 stretching of the syringyl unit
1267 C-O stretching of guaiacyl unit
1219-1211 C-C, C-0, and C=0 stretching of guaiacyl unit
1167 C-O stretching of ester group
1123-1110 Aromatic C-H deformation of syringyl units
1031-1015 C-O stretching of primary alcohols
983 CH=CH bending
911 C-H bending of syringyl units, aromatic ring
899 C-H deformation vibration of cellulose
835-815 C-H bending of syringyl units
755 Asymmetric bending of HCCH group

6.1.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) v Dispersion de rayos X.

La Figura 5. Presenta las micrografias SEM de la lignina extraida de la cascara de
nuez a diferentes magnificaciones, obtenidas con electrones secundarios. Se puede
observar una morfologia irregular en forma y tamafio, este tipo de morfologia es muy
similar a la obtenida en la lignina-sosa Pua et al. (2011), caso contrario para la lignina

kraft de Sigma Aldrich que presenta morfologias definidas de forma redondeadas o

30



semiesférica Kohnke et al. (2019). De acuerdo con estudios previos las morfologias de
forma esférica tienen una mayor estabilidad termodinamica comparada con otras
formas de particulas Fierro V et al. (2006). La morfologia obtenida bajo estas
condiciones puede explicarse debido al proceso de molienda.

Por otra parte, la micrografia SEM a mayores magnificaciones evidencia una superficie
rugosa sin la presencia de microdefectos como grietas o porosidad, ademas, se logra
observar aglomeraciones de particulas.

! o S— TTTT)
High-vie SEi "PC-std 15 kV %22

Figura 5. Micrografias SEM de la lignina obtenida de la cascara de nuez.

El analisis elemental obtenido mediante EDS se presenta en la figura 6. Muestra que
la lignina estd compuesta principalmente por C y O con pequefias trazas de ClI, Al, Mg,
Na, Ky Ca. La presencia de estos elementos se debe principalmente a trazas de
cenizas que quedan en la lignina provenientes de la biomasa de extraccion. La
predominante presencia del carbono y oxigeno esta en buen acuerdo con la estructura
de la lignina, ya que presenta grupos funcionales a base de carbono y por enlaces de
tipo carbono-carbono, carbono-oxigeno y carbono-hidrégeno. La lignina generalmente
presenta un alto contenido de carbono que puede variar entre el 50 y 75% en Kohnke
et al. (2019). Lo cual es consistente con lo reportado en este trabajo, evidenciando un

contenido de carbono del 76.5%.
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Figura 6. Analisis elemental obtenido mediante EDS

6.1.4 Dispersion dindmica de luz (DLS)

La Figura 7. Muestra la distribucién del diametro de particula obtenido mediante DLS,
el cual mide las fluctuaciones de la intensidad de la dispersion en funcion del tiempo.
Se puede observar una distribucion que ronda de 10 a 70 nm de diametro de particulas
para las disolucién de 500 y 1000 ppm, sin embargo, ambas disoluciones presentan
diametros de particula en el mismo orden de magnitud presentando un didmetro

promedio de 47 y 33 nm.

50+ I 2000ppm
I 500ppm

Number (%)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Size (dnm)

Figura 7. Distribucion de tamafio de particula de la lignina.
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6.2 Efecto bioestimulante sobre el crecimiento de las plantulas de tomate

La aplicacion de las tres concentraciones de lignina obtenida de las cascaras de nuez
evidenciaron un incremento en la altura de las plantulas en comparacién con las
plantulas testigo. Sin embargo, se puede observar una tendencia en relacion a dicho
incremento; a mayor concentracion menor incremento, siendo que el el tratamiento de
10 ppm eviencio un 34.98%, el de 50 ppm 31% y el de 100 ppm 17.62%. Fenémeno
contrario a lo sucedido respecto al nUmero de hojas compuestas, en donde a mayor
concentracion, mayor numero de hojas. En donde 50 y 100 ppm evidenciaron un
incremento estadisticamente significativo del 26 y 38% resectivamente. El area foliar
y el didmetro del tallo no evidenciaron cambios tras la aplicacion de los tratamientos,

tal como se puede observar en el cuadro 4.

Cuadro 8. Resultados obtenidos sobre variables no destructivas del crecimiento de

las plantulas.
Tratamiento Hoja compuesta Area foliar Diametro del tallo Altura
Testigo 32.2c 36.16 a 0.77 a 23.04 c
lignina 10 36.4 bc 26.55 a 0.78 a 31.10 a
lignina 50 40.6 ab 17.52 a 0.79 a 30.20 a
lignina 100 44.6 a 18.25a 0.79 a 27.10 b

En el Cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos de las variables de biomasa en
fresco y seco de cada 6rgano vegetal, asi como la total. Y se encontr6 que la aplicacion
de las tres concentraciones de lignina (10, 50 y 100 ppm) promueven el incremento en

el peso seco total y el peso seco de la radicula. Adicionalmente, la aplicacién de la
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lignina en concentracion de 50 ppm evidencié un incremento en el peso fresco y seco

del tallo.

Cuadro 5. Resultados obtenidos sobre variables destructivas del crecimiento de las
plantulas.

Tratamiento FWL FWS FWR DWL DWS DWR DWT FWT
testigo 24.67a 3554c 3.80b 3.19a 2.78b 1.34a 64.00b 7.31a
lignina10 24.14a 41.21ab 8.95a 3.03a 3.05ab 1.16a 74.29a 7.24a
lignina50 24.33a 44.38a 7.97a 294a 336a 1l25a 76.67a 7.54a
lignina 100 25.51a 39.43 bc 8.49a 3.08a 3.04ab 1.22a 73.44a 7.35a

VII.DISCUSION

Para lograr la extraccion y separacion de la lignina del material madre, existen una
amplia diversidad de métodos fisicos, quimicos, térmicos y biolégicos (Liao et al.
2020), pero a la fecha, las técnicas mas utilizadas debido a sus altos rendimientos
obtenidos, son aquellas que emplean acidos o bases fuertes a altas temperaturas
como la pulp kraft e hidrélisis acida, en donde el efecto de sustentabilidad y reuso de
materiales se ve disminuido (Sturgeon et al. 2014). En el presente trabajo de
investigacion se logré obtener y purificar el 15% de lignina que se encontrd en la
cascara de nuez, con una mezcla suave entre acido acético y agua para ser aplicado

en las plantulas de tomate.

Uno de los indicadores mas evidentes de la estimulacion del metabolismo vegetal es
el crecimiento; este proceso puede evaluarse a través de diversas variables, siendo
una de las méas destacadas la biomasa vegetal (Savy & Cozzolino, 2022). En este
estudio, se encontrd un incremento en el peso seco total, peso seco de la raiz, altura
y numero de hojas compuestas con las diferentes concentraciones de lignina aplicadas
a las plantulas. Aunque, actualmente las investigaciones sobre el uso de la lignina
como bioestimulante vegetal son limitadas, se ha probado el uso de este polimero en

la agricultura como acarreador de pesticidas y fertilizantes (Ahmad et al. 2021), otra
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investigacion encontré6 que la molécula de lignina podria imitar la funcion de
sefalizacion de los reguladores de crecimiento aromaticos, como el acido indolacético,

lo cual podria contribuir a su efecto estimulante (Savy & Cozzolino, 2022).

Sin embargo, la accion directa de bioestimulacién de la lignina u oligobmeros de esta,
pudieran estar relacionada con la reactividad de sus diversos grupos funcionales, que
esta macromolécula altamente ramificada contiene, como los hidroxilos aromaticos,
alifdticos, metoxy, carboxily carbonil (Tarrés et al. 2022). Estos podrian afectar el
metabolismo redox de las plantas y otorgar una mejora en la tasa fotosinética y por lo
tanto mayor produccion de biomasa (Kok et al. 2021). Por ultimo, es importante
mencionar la posibilidad de utilizar los monémeros de la lignina para la sintesis de
moléculas relacionadas con la defensa de las plantas, la fotosintesis y la estructura de
la pared celular. Estos hallazgos resaltan el potencial que la lignina en diversas

aplicaciones relacionadas con la salud y el desarrollo de las plantas.

VIII.CONCLUSION

Se logr6 obtener un alto rendimiento de lignina (15% p/p) de las cascaras de nuez con
el uso de solventes suaves, y al ser aplicada a diferentes concentraciones (10, 50 y
100 ppm) se evidencié su efecto bioestimulante mediante un incremento en el
crecimiento de las plantulas de tomate; un mayor nimero de hojas compuestas con 50
y 100 ppm, el peso fresco del tallo increment6 con 10 y 50 ppm, la altura y la biomasa

en fresco aumento con las tres concentraciones (10, 50 y 100).
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