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RESUMEN

El sector agroindustrial ha tenido un crecimiento considerable en Costa Rica durante los
ultimos afios alcanzando los primeros lugares en los productos de mayor exportacion, ejemplos de
esto son la pifia y el banano, estas ocupan grandes extensiones de cultivo a nivel nacional y son la
fuente de ingreso para muchas familias en las zonas rurales del pais. Pero este aumento productivo
también conlleva una responsabilidad ambiental que no ha sido considerada derivando en
problemas de contaminacion de tierras y mantos acuiferos con agroquimicos, proliferacion de
agentes infecciosos tanto para el ganado como para el ser humano y una muy problematica
disposicidn de los desechos. Por lo tanto, en este trabajo se busca estudiar la posibilidad de
aprovechar el rastrojo que es un residuo proveniente de la industria pifiera y de esta manera

disminuir su impacto en el ambiente.

El rastrojo de la pifia estd compuesto por el tallo y las hojas, de las tltimas se pueden obtener
sus fibras, al remover las capas superficiales. Este material usualmente recibe el nombre de PALF
(por sus siglas en inglés, Pineapple Leaf Fiber) y su composicion quimica es principalmente
celulosa, lignina y hemicelulosa, donde la primera es el componente méas aprovechado ya que se
encuentra en mayor proporcion y muestra propiedades fisicas y quimicas con distintas aplicaciones
industriales. Su utilidad puede ser ampliada y optimizada si a partir de la celulosa se extraen
nanoestructuras de mayor valor agregado como lo son CNC (Cellulose Nanocrystal o Celulosa
Nanocristalina) o CNF (Cellulose Nanofibers o Celulosa Nanofibrilar). Por lo tanto, se busco
extraer y caracterizar la CNF a partir de la PALF para generar propuestas de uso y estudios

posteriores que las amplien o mejoren.

En este estudio se comparara la CNF extraida de PALF blangueada y sin blanquear, para
evaluar como la presencia de lignina afecta las propiedades del material y su efecto sobre el
pretratamiento oxidativo mediado por un agente oxidante selectivo (TEMPO) el cual convierte una
porcion de los alcoholes presentes en la celobiosa, unidad repetitiva de la celulosa, en carboxilatos
y/o aldehidos con el fin facilitar el proceso de destructuracion mecanica. Ademas, se prepararan
peliculas a partir de la CNF obtenida, las cuales son conocidas como nanopapel debido a que estan

conformadas por nanoestructuras cuya composicion mayoritaria es celulosa.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

En Costa Rica se ha dado un crecimiento en el sector agroindustrial, principalmente en productos
como el banano y la pifia, dando como resultado la ubicacion del pais como el principal productor de
pifia a nivel mundial en 2018, alcanzando un valor de produccion promedio alrededor de 3,5 millones
de toneladas. En este mismo afio la pifia fue el tercer producto de principal exportacion en el pais,

ocupando aproximadamente 45 mil hectareas del territorio nacional para su produccion .

Los datos reportados para Costa Rica por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO) muestran que los desechos de la produccion de pifia como el
rastrojo, el cual corresponde al material vegetal de la planta, alcanzaron aproximadamente 13,5
millones de toneladas de residuos en el 2018, esto considerando que se generan cerca de 300 toneladas
de hojas y tallo por hectarea de cultivo 2.

Los desechos de las hojas de pifia son un problema ambiental debido a su volumen y su lenta
degradacion, por lo que se recurre al uso de herbicidas toxicos como el dicloruro de dimetil-4,4'-

bipiridilo (Paraquat) para secarlo y posteriormente incinerarlo 2

. La toxicidad del Paraquat es
acumulativa, contamina los suelos, amenazando el uso futuro de los mismos y al mismo mercado de
la agroindustria 2. Por dicha razén en Costa Rica se han buscado metodologias para utilizar este residuo
y se ha encontrado que puede aplicarse en la obtencion de pulpa con el objetivo de producir papel o
como refuerzo para resinas de poliéster 22, Siguiendo esta linea de investigacion se planea aprovechar
la celulosa presente en las hojas del rastrojo de pifia para extraer nanofibras, con el fin de darles futuras

aplicaciones.

Se han realizado distintas investigaciones a nivel internacional para la utilizacion de residuos
vegetales con el fin de obtener celulosa nanofibrilar (CNF) de bajo costo, como lo son: el tallo del
kenaf, los residuos del bambu, los racimos de la palma de aceite y las hojas de pifia (agregar hojas de
pifia) 4. Por su parte en Costa Rica Ginicamente se ha reportado la extraccion microcristales de celulosa
(CMC) a partir del rastrojo de pifia, a través de un tratamiento quimico que consiste en tratar el residuo

con hidroxido de sodio, luego secar y poner en reflujo con acido clorhidrico para al final filtrar y



neutralizar 8. Si la CMC se sigue tratando con acido sulfdrico en reflujo se puede obtener celulosa

nanocristalina (CNC) 8.

Como se ha mencionado la biomasa generada en la produccion de pifia es una fuente de materia
prima que puede generar productos de mayor valor agregado con diversas aplicaciones, uno de ellos
es la obtencion de CNF °. Para esto después de la reaccion con hidroxido de sodio y el blanqueo de las
fibras se realiza un tratamiento mecanico de alta fuerza de cizallamiento con el fin de dispersar las
nanofibras de celulosa, esto requiere un alto consumo energético porque se necesitan varios ciclos que

pueden degradar la CNF, afectando sus propiedades mecanicas, térmicas y morfoldgicas °.

En este trabajo se propone utilizar la oxidacion mediada por 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo
(TEMPO) como pretratamiento para minimizar los consumos de reactivos y facilitar la nanofibrilacion
de celulosa a través de un dispersor mecanico °. La principal ventaja de esta oxidacion controlada es
que afecta levemente, o no genera cambios del todo, a la morfologia ni la cristalinidad de las fibras ya
que la reaccion se lleva a cabo en la superficie, principalmente en el grupo hidroxilo del carbono 6 de
la glucosa °. Esto potencia la posibilidad de poder dispersar las nanofibras porque se repelen entre
ellas gracias a la repulsion electroestatica generada por la formacion de grupos anidnicos carboxilatos
en la superficie 1°. Cabe resaltar que esta técnica se ha aplicado con éxito en matrices como la celulosa

bacteriana, fibras de algodon y pulpa de madera blanqueada con sulfito .

Se han reportado diferentes estudios para identificar usos de la CNF, entre las aplicaciones estan:
utilizarlas en forma de peliculas para la liberacion controlada de farmacos, desarrollo de materiales
nanocompuestos como posibles sustitutos de tendones o ligamentos y en peliculas funcionalizadas
como plataformas para inmunoensayos o diagndsticos *-23, Por lo tanto, la obtencion de este material
a partir de un residuo como el rastrojo de pifia es una forma de minimizar el impacto ambiental
generado por el cultivo, promoviendo el desarrollo de nuevas tecnologias en el pais que hasta el

momento no han sido exploradas.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Pifia (Ananas comosus)

2.1.1 Taxonomia de la pifia y caracteristicas morfologica de la pifia.

Ananas comosus, cominmente conocida como pifia, es una herbacea perenne de Liliopsidae
(monocotileddneas), que pertenece al orden Bromeliales, especificamente a la familia Bromeliaceae y
subfamilia Bromelioideae *. En la Cuadro 1 se muestra un resumen de su taxonomia. El género Ananas
posee dos especies, macrodontes y comosus, esta Ultima posee cinco variedades: ananassoides,
erectifolius, parguazensis, bracteatus, comosus 4. Por lo tanto, el nombre cientifico especifico de la
pifia es Ananas comosus var. comosus, y se diferencia de las demés variedades por poseer una fruta de
mediana a grande, una disposicidn circular de hojas a la misma altura muy densa, hojas anchas y un

amplio tallo 4.

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de la pifia 4.

Categoria | Clasificacion
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsidae
Subclase Commelinidae
Orden Bromeliales
Familia Bromeliaceae
Subfamilia | Bromelioideae
Género Ananas

Especie COMosus

Una caracteristica de suma importancia de la pifia es que la planta adulta tiene de 1-2 m de alto
y 1-2 m de ancho, lo que determina que se requiera de un espacio considerable para poder cultivar
dicha fruta **. De las principales estructuras morfolégicas (tallo, hojas, pedinculo, fruta maltiple,
corona, brotes y raices) el fruto es aprovechado por el ser humano, considerando las demas estructuras
como residuo 4. En términos generales, la planta de la pifia posee un tallo con forma de maza con una
parte aérea recta y otra porcion enterrada, hojas sésiles (carecen de union con el tallo) con margenes
espinosos cuya cantidad puede variar de 40 a 80 por planta, raices adventicias que generan un sistema

corto y compacto en la base del tallo, y la fruta que esta compuesta por diferentes secciones (corteza,



ovarios, bases de sépalos) que le proveen una forma ovalada y gruesa *. En la Figura 1 se puede

observar una imagen con fines ilustrativos.
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Figura 1. Planta de la pifia (ananas comosus var comosus).

2.1.3 Generalidades del cultivo de pifia y probleméatica asociada.

El cultivo de la pifia requiere que el terreno posea poca inclinacion y que proporcione condiciones
Optimas de agua (5 cm de agua/mes), pH (&cido o neutro), nutrientes y oxigeno a las raices de las
plantas *°. Ademas, la temperatura ambiente debe rondar los 25 °C y la planta debe recibir mucha luz
solar para generar las reservas adecuadas de carbohidratos *°. Todos estos factores propician el
desarrollo de la planta por lo que se puede afirmar que en Costa Rica, al ser una zona tropical, se
encuentra en su habitat natural *°. La produccion de pifia en el pais se da especificamente en la region

Huetar Norte y Huetar Atlantica 6.

La pifia es una planta de crecimiento relativamente lento, proyecta poca sombra y puede ser
rapidamente ahogada por malezas *°. Para el control de las plantas que compiten con la pifia por agua
y nutrientes, se utilizan herbicidas como: Ametrina®, Paraquat®, Bromacil® y Quizalofop-p-ethyl® 1,
También el cultivo requiere de una gran cantidad de nutrientes para crecer adecuadamente por lo que

se da el uso intensivo de fertilizantes *°.

El ciclo comercial de la pifia es poco eficiente ya que tarda 27 meses para generar dos cosechas
de dicho producto 3. La primera produccidn se recolecta a los 15 meses y la segunda, 12 meses después

3, Una vez transcurrido este ciclo, debe eliminarse la biomasa para poder iniciarlo de nuevo, lo cual



genera grandes cantidades de residuos pertenecientes a las hojas y el tallo, que son poco aprovechados

en la zona de cultivo, generando diferentes impactos ambientales 3.

Los principales retos que se presentan cuando se lleva a cabo la eliminacion del rastrojo de pifia es
el gran volumen, ocasionado por la proliferacién de tallos incorporados al suelo, y la lenta degradacion
producto de su morfologia y de los altos contenidos de silicio y de fibras de celulosa 2. Por tanto, el
método mas utilizado consiste en cortar el rastrojo, luego utilizar herbicidas para desecarlo y
finalmente quemarlo en caso de ser necesario 2. El uso de agroquimicos genera un impacto negativo
sobre el ambiente ya que producen contaminacion de mantos acuiferos, suelos y aire . En un estudio
realizado por el Instituto Regional de Estudios en Toxicologia (IRET) de la Universidad Nacional se
demostro la presencia de herbicidas (Bromacil), el cual es toxico para el ser humano, en las nacientes
de agua que abastecen distintos pueblos del canton de Siquirres (Limon) 6.

Otro de los problemas ocasionados por la produccion de pifia es la proliferacion de la mosca de los
establos (Stomoxys calcitrans), generalmente asociada a un mal manejo de los desechos del cultivo,
debido a que son enterrados para promover su descomposicion y esto lo aprovecha dicho insecto para
completar su ciclo bioldgico !'. Este artropodo estresa al ganado, disminuyendo asi su produccion de
leche y carne, si este tiene heridas pueden contagiarse de enfermedades como resultado del ingreso de
virus y bacterias portados por las moscas ’. Esta situacion puede afectar a cualquier mamifero,

incluyendo personas *'.

2.1.5 Composicion de las hojas del rastrojo de pifia

En los paises tropicales como Costa Rica, la agroindustria produce plantas fibrosas disponibles en
grandes cantidades donde sus hojas son un producto de desecho. Por lo tanto la PALF se puede obtener

para fines comerciales con un bajo costo en cuanto a materia prima ’.

La PALF es una fibra natural importante, que exhibe una alta resistencia especifica y rigidez ’.
Estas tienen una estructura alargada y consisten en un sistema de haces vasculares presentes en forma
de conglomerados de células fibrosas . Las fibras se pueden obtener por la eliminacién mecanica de

todos los tejidos epidérmicos y se caracterizan por ser muy higroscopicas, relativamente baratas,



abundantemente disponibles y tener propiedades mecanicas superiores ‘. Estas ltimas estan asociadas

a un alto contenido de celulosa y un angulo microfibrilar comparativamente bajo (14°) ’.

Las PALF poseen caracteristicas muy prometedoras al estar himedas pero si se secan, proceso
denominado hornificacion, al igual que cualquier otro material vegetal se vuelven rigidas, con una
capacidad de retencidn de agua pobre, baja capacidad de dispersion y propiedades mecanicas reducidas
18, Los efectos de este fendmeno se reflejan en cambios morfoldgicos en la distribucion del tamafio de
los poros, debido al colapso y cierre de los mismos, por lo que se ha reportado que esta transformacion
es irreversible y el procedimiento de re-humedecer no restaura todas las propiedades iniciales 8. Las
razones quimicas subyacentes radican en la formacién de enlaces de hidrdgeno entre las superficies de
celulosa, lo que mejora la unidn entre sus partes y provoca esta modificacion estructural, ver Figura 2

18, Esto ocasiona que sea mejor realizar cualquier extraccion sin exponer el material a altas
temperaturas.
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Figura 2. Proceso de formacion de puentes de hidrégeno producto de la hornificacion *°.
Los componentes generales de las fibras naturales son la celulosa, las hemicelulosas, las ligninas,
pectinas, ceras Yy sustancias solubles en agua 2°. Es necesario definir las primeras tres ya que son las
que se encuentran en mayor proporcion dentro de la PALF, son los materiales con mayor

aprovechamiento si se extraen y determinan la mayoria de sus propiedades .

2.1.5.1 Celulosa

La celulosa es un homopolisacarido no ramificado constituido por unidades de B-D-glucopiranosa,

es insoluble en agua y se encuentra en la pared celular de las plantas L. Se considera la biomolécula



orgéanica mas abundante en la superficie del planeta Tierra, ya que forma la mayor parte de la biomasa
terrestre, estando presente en plantas, bacterias, hongos, algas e incluso animales %L, El primero en
descubrir, aislar y nombrar dicho homopolisacéarido fue Anselme Payen, lo hizo a través de una
extraccion con amonio, para remover las hemicelulosas, posterior a un tratamiento &cido que elimina
los componentes no celuldsicos del tejido vegetal proveniente de algodon 22. Como es el componente

de mayor interés se detallara su informacion en la seccién 2.2.

2.1.5.2 Hemicelulosa

Las hemicelulosas son definidas como polisacaridos de bajo peso molecular que contienen
comunmente D-xilosa, D-manosa, D-galactosa, D-glucosa y L-arabinosa, donde su estructura amorfa
y altamente ramificada le permite una facil conversion en diferentes compuestos 2>2*, La hemicelulosa
es uno de los componentes méas abundantes de la biomasa lignocelulosica, después de la celulosa,
produciendo alrededor del 15 al 35% de ella 2. Por sus propiedades no requiere de condiciones tan

extremas, en comparacion a la celulosa y la lignina, para degradarse 2.

El xilano es la hemicelulosa mas abundante en la naturaleza y consiste en residuos de a-D-
xilopiranosa (xilosa) unidos mediante enlaces glucosidicos -1-4. También podrian unirse otras
unidades quimicas como arabinosa o &cido glucuronico a la cadena principal del xylano produciendo
subcategorias como el homoxilano, arabinoxilano, glucuronoxilano y arabinoglucuronoxilano 4. La
extraccion de estos componentes se puede llevar a cabo a traves de un tratamiento en medio basico,
donde la ruptura de la pared celular por hidrdlisis de los enlaces éster entre las hemicelulosas y la
lignina, genera la formacion de grupos carboxilatos en las primeras y promueve la ionizacidn de grupos
fendlicos en la segunda, aumentando la solubilidad de estas moléculas, hinchando las fibras y por

consiguiente disminuyendo la cristalinidad de la celulosa 2*

Se ha reportado que las cascaras de pifia pueden ser utilizadas para la produccion de
xilooligosacaridos (XOS) si son expuestas a un tratamiento con acido nitrico diluido, esto con el fin
de generar productos de mayor valor agregado como el xilitol y el etanol 2. Cabe mencionar que no
es de extrafiar que tanto esta como otras estructuras morfologicas de la pifia posean xilano como

principal hemicelulosa en su composicion.



2.1.5.3 Lignina

La lignina consiste en heteropolimeros aromaticos complejos que endurecen y fortifican las
paredes celulares gracias a que generan una matriz densa que une las fibras de celulosa, esta presente
en las plantas vasculares y como muchos componentes de la biomasa se forma durante las reacciones
producidas por la fotosintesis 226, EI término lignina (derivado del latin lignum = madera) fue
implementado la primera vez por el botanico suizo A.P. Candolle (1778-1841), posteriormente en 1865
Schulze y colaboradores utilizaron el término para describir la parte disuelta de madera cuando se trata
con &cido nitrico 26, Estructuralmente la lignina no se ha definido claramente porque su estructura
variable y compleja afecta su aislamiento y caracterizacion, ver esquema general en la Figura 3 %6, La
naturaleza de sus multiples unidades constituyentes, las cuales no suelen repetirse de forma regular,
afecta su estructura generando variaciones que dependen de su origen y el método de extraccion o

purificacion utilizado 2°.

Figura 3. Esquema resumido de un modelo estructural de la lignina %.

La definicion mas aceptada es la realizada por Brauns quien se basa en las siguientes
caracteristicas: (1) Son polimeros vegetales construidos a base de unidades derivadas del fenilpropano;
(2) Presentan la mayor parte de los grupos metoxilo contenidos en la madera; (3) Son resistentes a la
hidrolisis acida, facilmente oxidables, solubles en bisulfito o alcalis caliente y facilmente condensables

con fenoles o tioles 2°. En general las ligninas se pueden describir como un copolimero que se derivan
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principalmente de tres unidades monomeéricas procedentes del fenilpropano (monolignoles): alcohol
p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico 2. Cuando se ha realizado analisis a este
polimero natural, después de su extraccion, se han encontrado diversos fragmentos diméricos tales
como (z)-pinoresinoles y (£)-siringoresinoles los cuales evidencia la presencia de mezclas racémicas
26_

Dentro de las plantas los monolignoles son dirigidos a regiones de la pared celular, donde se
convierten en biopolimeros con propiedades caracteristicas, estos en conjunto sirve de refuerzo al
recubrir las fibras de celulosas, compactarlas y proteger otras biomoléculas de facil degradacion como
las hemicelulosas %°. Dicha caracteristica de la lignina produce que en la extraccion de celulosa se deba
llevar a cabo un proceso de deslignificacién en donde se utilizan agentes oxidantes posterior a un
tratamiento alcalino a altas temperaturas, esta reaccion resulta en un intermediario reactivo que se

sigue oxidando hasta el 4cido maleico generando una desestructuracion en el polimero natural 28,

2.2 Estructura quimica y biosintesis de la celulosa en las plantas

Desde que iniciaron las investigaciones con respecto a la ciencia de los polimeros, la estructura
de celulosa ha sido de interés cientifico debido a su abundancia y propiedades quimicas definidas 2’.
Se ha logrado establecer que esta macromolécula consiste en la unién (C1-O-C4) de multiples anillos
de B-D-glucopiranosa rotados uno con respecto al otro, segiin se muestra en la Figura 4 2. Respecto a
la conformacién de este ciclo numerosos analisis de difraccion de rayos X y otros estudios
fisicoquimicos proporcionan evidencia suficiente para establecer que este adopta una conformacion de

silla especifica, con los grupos hidroxilo en posicion ecuatorial 7.

H OH
Figura 4. Numeracion de atomos para la unidad repetitiva de celulosa *"

En la naturaleza, las unidades de celobiosa (unidad repetitiva de la celulosa) se unen
covalentemente para formar una cadena recta, insoluble y extendida de homopolimero lineal que puede

9



tener de 2000 a 27000 mondémeros 2. El grado de polimerizacion (DP) depende de la fuente (5000
unidades repetitivas en la madera y 7500 en el algoddn) y de la estructura morfoldgica de la planta, ya
que generalmente en las paredes celulares primarias hay un menor grado de polimerizacién que en las
secundarias L. Cabe resaltar que es dificil medir la longitud de cadena de la celulosa, debido a la

degradacion enzimatica y mecanica que puede ocurrir durante su extraccion 2.

Una caracteristica de suma importancia para la celulosa es su capacidad de formar puentes de
hidrégeno, sus mondmeros contienen tres grupos hidroxilo, que genera cierto empaquetamiento en sus

cadenas para dar altos grados de cristalinidad, los cuales controlan las propiedades fisicas del polimero
27

La biosintesis de la celulosa en las plantas se puede dividir en dos pasos fundamentales: la
formacion de cadenas de celobiosa mediante la polimerizacion de la B-D-glucopiranosa y la
organizacion de estas cadenas, al interactuar unas con las otras, en conglomerados altamente orientados
para generar estructuras cristalinas alargadas, conocidas cominmente como microfibrillas ®2%. Este
proceso, que en resumen consiste en la polimerizacion de la glucosa, se da gracias a un sistema
enzimatico cuya familia principal se denomina celulosa sintasa (CS) 8. Cabe resaltar que el complejo
enzimatico estd compuesto por muchas subunidades, donde cada una alarga solo una cadena a la vez
28 Es asi como se explica que cada microfibrilla tenga entre 30 y 200 cadenas en la seccion transversal,

Figura 5 %,

Microfibrilla de celulosa

Cadenas de
glucanos

Figura 5. Diagrama esquematico del complejo de celulosa sintasa (CSC) dentro de la membrana
plasmatica %,

La evidencia disponible sugiere que la celulosa se sintetiza fuera o en la membrana plasmatica, ya
que en las plantas se debe generar cerca de la pared celular para asegurar la proteccion y el soporte de
las células 28. Debido a la forma y el lugar en que se da la sintesis el complejo enzimatico adquiere una

conformacion especifica que proporciona las estructuras cristalinas de las microfibrillas 2. La proteina

10



superior, que acompafia a la celulosa sintasa, también ayuda en el proceso de cristalizacién por lo que

se cree que este sigue muy de cerca la adicion de residuos de glucosa a las cadenas 2.

2.2.1 Polimorfismo de la celulosa

El polimorfismo de un material est4 asociado a su capacidad de existir en mas de una estructura
cristalina 2’. En el caso de la celulosa su estructura quimica le permite formar diferentes puentes de
hidrégeno, ya sea intra o intermolecularmente, esto produce que los anillos de glucopiranosa puedan
adquirir diferentes disposiciones en el espacio, segin la naturaleza de dichas interacciones, y por
consiguiente exhibir diferentes empaquetamientos cristalinos. Se conocen varios polimorfos de
celulosa, tales como celulosa I, II, ITI, IV y sus variedades Io, IB, IIT;, IV), 11y 1Vy 27, Las transiciones

entre los principales polimorfos de este polimero natural pueden observarse esquematicamente segun

la Figura 6.
Ip I
0,1 M NaOH, 260°C
-
Mercerizacion, regeneracion -
Acido, A Acido, A
- >
Glicerol, 260°C IVy — Vi Glicerol, 260°C
_,...—F""“.‘
Glicerol, 11
260°C
Amoniaco,
Agua caliente -80°C
- - —
— I — Ul —
Amoniaco, Agua caliente

-80°C -

Figura 6. Polimorfismos de la celulosa y sus transiciones 2.
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a. Celulosa |

La celulosa conocida como nativa es la que se encuentra en la naturaleza y esta presente en una
estructura cristalina del tipo | 2. En los primeros estudios realizados sobre la misma, se determin6 por
medio de difraccion de rayos X, que dicho polimorfismo estaba definido por un sistema cristalino

monociclico que contenia dos cadenas de celulosa 2.

En la actualidad se sabe que la celulosa | presenta dos variaciones (Io. y If) y estas, aunque tienen
la misma conformacion del esqueleto de celobiosa y coexisten en el mismo medio, presentan
diferencias en su celda unitaria por tener conformaciones distintas producto de la formacion de puentes
de hidrogeno #°. En el caso de la celulosa Io la celda unitaria es triclinica con una cadena por celda,

mientras que la forma Ip representa una fase monoclinica con dos cadenas por celda 2.

La relacion de las dos variaciones de la celulosa I, difiere mucho segun la especie, por ejemplo la
Ia se encuentra en mayor cantidad en organismos primitivos (algas o bacterias), mientras que para la

celulosa producida por plantas superiores y algunos animales la forma If presenta mayor proporcion
30

b. Celulosa Il

La celulosa nativa | se puede convertir en el polimorfo de celulosa Il hinchando las cadenas con
disoluciones acuosas de hidroxido de sodio concentrado y eliminando dicho reactivo posteriormente,
este método se conoce como mercerizacion 27, La transicion de celulosa | a la 1l es un proceso
irreversible debido a que hay un cambio en la disposicion de las cadenas celuldsicas, de paralelas a
antiparalelas, esto propicia que se genere una mayor cantidad de puentes de hidrogeno
intermoleculares entre ellas y por ende la celulosa 11 sea mas estable termodindmicamente, a pesar de

que su celda unitaria también sea monoclinica como la de la celulosa If 2'.
C. Celulosa 111

El tratamiento de la celulosa | con amoniaco liquido desplaza las cadenas adyacentes unas con
respecto a las otras en una estructura estable de mayor energia que se conoce como celulosa Il1;, esta
puede volver a su estado original si se calienta en presencia de agua 2’. Una estructura muy similar,

celulosa Illy, se obtiene mediante el mismo método pero utilizando como material de partida la
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celulosa 11 27, Por lo tanto se establece que la diferencia entre las variaciones de la celulosa Il es la
disposicién de sus cadenas, paralelas para 1, y antiparalelas para Ill;;, donde ambas presentan una

celda unitaria hexagonal 3.
d. Celulosa 1V

El tratamiento de la celulosa 111 con glicerol a altas temperaturas produce que se transforme en
celulosa 1V. Por lo tanto existen dos variaciones posibles, 1V, y IV, obtenidas de celulosa I11; y 111
respectivamente 2’. Las conversiones nunca son totalmente completas, por lo que existen
complicaciones al realizar estudios por difraccion de rayos X para determinar su sistema cristalino,
aun asi se cree que ambas variaciones del polimorfismo de celulosa IV cristaliza en una celda unitaria

ortogonal 3.

2.2.2 Jerarquia en los niveles estructurales de la celulosa.

Cuando se habla de la organizacion estructural de la celulosa obtenida a partir de material
vegetal, se debe resaltar la existencia de varios niveles jerarquicos. Esta el nivel macroscopico (fibras
naturales, paredes celulares, macrofibrillas) y el nanoscopico (microfibrillas, nanofibras,
nanocristales) 2. Este segundo nivel es de mayor importancia debido a que es el que define las

propiedades fisicas y quimicas de interés con respecto a la celulosa, independientemente de su origen
32

La microfibrilla de celulosa (CMF) es una unidad supramolecular que consta de una cantidad
considerable de cadenas poliméricas paralelas *. La anchura de su seccion transversal puede variar,
pero usualmente tiene un diametro medio de aproximadamente 100 nm o mas 33, Otro aspecto de estas
estructuras es la longitud, la cual no tiene un valor definido, ya que depende de la fuente donde se haya
extraido la celulosa, pero generalmente es mas grande que la seccidn transversal y supera las decenas

de micrometros .

La CMF posee dominios cristalinos, regiones donde las cadenas poseen un orden especifico, y
zonas amorfas, donde las cadenas se acomodan aleatoriamente sin seguir un patrén 33, El porcentaje

de las partes cristalinas varian con la fuente de donde se obtuvo la celulosa, ya que si es partir de
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bacterias y algas puede alcanzar el 100%, mientras que en el caso de las plantas superiores es menor

debido a que contiene regiones amorfas .

Se ha reportado que la CMF esta compuesta de estructuras de celulosa ain mas delgadas de unos
cuantos nanémetros, ver Figura 7, por lo que estas Ultimas se consideran nanocelulosa, presentan una
mayor relacién de aspecto (largo/diametro) y reciben el acronimo CNC o CNF, dependiendo del
método de extraccion, del indice de cristalinidad y de sus dimensiones %,

CMF CNF A o
\ A o” SRR,
C RS N
NG RO Q o <
/ \ \A A/ \A /\/
CNC Region amorfa Cadenas de
Fibra de celulosa celulosa

Figura 7. Esquema generar de la jerarquia estructural para las fibras de celulosa **.

Los nanocristales de celulosa (CNC) poseen forma de aguja de 10 nm a 20 nm de ancho y varios
cientos de nandmetros de longitud. Se pueden producir a partir de las nanofibras de celulosa (CNF),
mediante un tratamiento acido que se encarga de eliminar la mayoria de la celulosa amorfa para obtener
cristales de alta pureza *2. Por otra parte, la CNF forma redes largas flexibles, con un diametro de
fibrilla similar o mas grande que los CNC vy la principal diferencia entre ambas estructuras es que la
CNF contiene celulosa amorfa por lo que no es tan altamente cristalina como la CNC 2. Aspectos
como la morfologia y dimensiones de la CNF pueden variar sustancialmente, ya que ambas
caracteristicas dependen del método utilizado para obtenerlas, de la fuente de donde se extraen y de la

aplicacion de pretratamientos 2,

2.3 Celulosa nanofibrilar (CNF)

La estructura jerarquica de la celulosa se puede desestructurar utilizando una estrategia de
nanofibrilacion, que consiste en extraer los componentes que forman las microfibrillas. Este proceso
se logra al someter mecanicamente suspensiones de fibras de celulosa a altas fuerzas de cizallamiento,

permitiendo la purificacion de CNF 2. Estas al poseer muy buenas propiedades mecéanicas son
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utilizadas en diferentes aplicaciones como por ejemplo la elaboracion de materiales compuestos o

peliculas de nanocelulosa 3%,

Es importante resaltar que la CNF es usualmente producida a partir de fibras que nunca fueron
secadas por qué se ha reportado que el proceso de hornificacién para la celulosa produce efectos

negativos en la fabricacion de nanoestructuras 8.

2.3.1 Pretratamientos existentes para facilitar la nanofibrilacion de celulosa

Los métodos de nanofibrilacién mecéanica para la celulosa presentan inconvenientes, ya sea por
problemas en la dispersion de las fibras, altos consumos energeéticos o utilizacion de disolventes poco
amigables con el ambiente °. Por esta razon se han investigado y utilizado diferentes pretratamientos
para buscar solventar dichos problemas, donde se ha comprobado la disminucién en los consumos

energéticos y mejoras en la dispersion de las fibras °.

Es importante resaltar que los pretratamientos quimicos promueven el hinchamiento de la pared
celular en las fibras y reducen la formacion de puentes de hidrogeno entre las nanoestructuras,
contrarrestando los efectos de la hornificacion 8. Pero usualmente lo mas recomendable es utilizar el

material lignocelul6sico hiumedo para que de esta manera se conserven sus propiedades.

Con el fin de aislar celulosa y posteriormente nanocelulosa desde un acercamiento de
desestructuracion, la lignina y otros compuestos como las proteinas y hemicelulosas se deben eliminar
de la matriz, una opcion para lograrlo es la utilizacién de hidroxido de sodio y temperatura. En la
Figura 8 se muestra los sitios susceptibles a reaccionar de las secciones lignocelulésicas dentro de las

fibras cuando entran en contacto con una solucion bésica 2°.

oH
o)
- CH

" coo s )L
OH o) o]
| | ol

o
o]

[¢]
o P
0
"""" o}
e} OH
Lignina o
0 OH
H,C

Tratamiento Solubilizacion
alcalino y liquida iénica

Solubilizacién
liguida ionica

Figura 8. Sitios de reaccion con hidréxido de sodio de los compuestos lignocelulosicos presentes en la pared
celular de las plantas *.

oxidativo
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Se puede observar que el enlace éster de lignina podria romperse y los grupos -OH se oxidarian a
-COO" lo que generaria repulsion electrostatica y un debilitamiento de las interacciones por puentes
de hidrogeno dentro de su estructura, finalizando en una despolimerizacion de la misma . Este
proceso permite remover dicho heteropolimero aromatico mediante un posterior tratamiento de
blanqueo que consiste en la utilizacion de hipoclorito de sodio, el cual elimina los compuestos

fenolicos o moléculas que contienen grupos cromoforos generando que las fibras se tornen blancas 2.

a. Pretratamiento enzimatico

La utilizacion de enzimas para llevar a cabo la hidrdlisis de la celulosa es un proceso complejo, ya
que existe la participacién de tres tipos diferentes de actividades enzimaticas que funcionan
sinérgicamente en un mismo sistema %’. Estas proteinas son conocidas como celulasas y se diferencian

en tres grupos seguin sean sus propiedades cataliticas *’.

e Endoglucanasas: hidrolizan aleatoriamente enlaces 1,4-glucosidicos intramoleculares,
por lo que generan oligosacaridos de longitudes variables y nuevos extremos de cadena *’.

e Exoglucanasas: actuan sobre los extremos de la cadena para liberar celobiosa o glucosa
como productos principales *'.

e B-glucosidasas: hidrolizan la celobiosa en glucosa ¥'.

Otras de las enzimas que se utilizan usualmente para el procesamiento de fibras, son las que se
encargan de degradar o modificar las hemicelulosas y las ligninas, sin afectar o interactuar con la
celulosa presente °. Estas proteinas realizan una hidrolisis mas controlada y efectiva, en comparacion
con las disoluciones &cidas, facilitando la nanofibrilacion de la celulosa al lograr una mayor dispersion
de las fibras, y se ha reportado CNF con didmetros de 5 nma 6 nm®. Las ventajas de este pretratamiento
es ser muy efectivo en la produccion de nanofibras y que puede compensar los efectos de la

hornificacion en la muestras lignocelulosicas *8.

b. Carboximetilacion

Existe un proceso en el cual se sustituyen algunos grupos hidroxilo de los monémeros que forman
la cadena principal de la celulosa, por grupos carboximetilo conocido como carboximetilacion 8. Esta

modificacion quimica se lleva a cabo cuando se suspende el material en una disolucién de acido

16



monocloroacético en presencia de hidroxido de sodio 8. Este dltimo reactivo incrementa la
accesibilidad a las fibras por parte de los productos quimicos, demostrandose que el grupo hidroxilo
de la celulosa adquiere una mayor reactividad bajo estas condiciones *.

La modificacion por carboximetilacion requiere dos pasos consecutivos de reaccion: el primero
consiste en alcalinizar la celulosa con hidroxido de sodio (NaOH) y el segundo en la eterificacion por
medio del monocloroacetato (CICH.COONa), ver Figura 8 . Dependiendo de cuantos grupos
hidroxilo reaccionen, se puede obtener altos grados de sustitucion, lo cual ocasiona que la celulosa sea

soluble y quimicamente reactiva *.

OH H
OH
0 o
H
OH H H
HO H
H OH
H
OH H
OH
O o
H
OH H H
HO H
H OH

Figura 9. Ecuacion quimica de la carboximetilacion de celulosa *.

Se ha comprobado que el pretratamiento por carboximetilacion genera mayores rendimientos en
la nanofibrilacién de la celulosa al generar cargas en las nanofibrillas, por lo que es mas facil
dispersarlas . Se ha reportado que la aplicacion de la homogeneizacion a alta presion posterior a este
pretratamiento, ha generado suspensiones de CNF claras con una concentracion de 1 g/L a 2 g/L de

nanofibrillas, que poseen una seccion transversal de 5 nma 15 nmy una longitud de mas de 1 pm *°.

c. Pretratamiento de oxidacién mediado por TEMPO

El pretratamiento mas utilizado en la actualidad para preparar CNF es la oxidacion mediada por
2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo (TEMPO) “. Este consiste en disolver cantidades especificas de

TEMPO y bromuro de sodio (NaBr) en disoluciones de polisacaridos a pH 10-11, para luego iniciar la
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reaccion al agregar hipoclorito de sodio (NaClO) como oxidante, esto ocasiona que los grupos
hidroxilos primarios se transformen en aldehidos (-CHO) y posteriormente en grupos carboxilato (-
COO) si la condiciones son las indicadas “°. Para comprobar que la modificacion quimica se llevd a
cabo con éxito se pueden realizar dos analisis, el primero es la espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR), con la cual se observa la presencia del grupo carbonilo en la
estructura y entre mas efectiva sea la oxidacion mayor sera la absorbancia; y el segundo es la titulacion
conductimétrica que genera un dato cuantitativo del contenido de grupos carboxilatos y carbonilos de

aldehidos 1°.

Para el caso de la celulosa, la reaccion es selectiva ya que se lleva a cabo s6lo en los hidroxilos del
carbono 6 de los mondmeros que se encuentren en la superficie de las nanofibrillas, ver Figura 9 °. El
proceso de oxidacion se puede controlar a partir del consumo de hidréxido de sodio, que se agrega

reiteradamente a la mezcla de reaccion para mantener un pH de 10 durante la modificacion quimica “.
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Figura 10. Oxidacién regioselectiva, de hidroxilos primarios C6 de la celulosa a grupos carboxilatos,
mediada por TEMPO / NaBr / NaClO en agua a pH 10-11 .

Un aspecto muy importante del pretratamiento de oxidacion mediada por TEMPO es que la
morfologia de las fibras de celulosa se mantiene inalterada por que la reaccion se lleva a cabo sobre la
superficie, esto ocasiona que se carguen negativamente, generando repulsion electrostatica y
facilitando su nanofibrilacion mecanica °. Se ha demostrado que cuando el pH de la suspension

alcanza valores cercanos a 10 se dan las condiciones dptimas para obtener nanofibras con anchos de 3
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nm a 5 nm y pocas micras de longitud, facilitando la remocion de hemicelulosas que se oxidan en

fracciones pequefias mas solubles °.

Por altimo se ha reportado que la celulosa que nunca fue secada y la que se expuso a un proceso
de hornificacion producen CNF similar en la oxidacion mediada por TEMPO, esto si la densidad de
carga producto de los grupos carboxilatos en ambas es lo suficientemente alta . La mayor diferencia
recae en que tratar las muestras hiimedas genera que sea mas facil dispersar las nanofibras obtenidas,

aun si estas cuentan con una menor cantidad de grupos oxidados 8.

2.3.2 Métodos para la nanofibrilacion de celulosa

Para lograr la obtencion de celulosa a partir de material vegetal, primero se debe desestructurar
para obtener fibras, por ejemplo: las hojas del rastrojo de pifia se deben decorticar para lograr dicho
objetivo, estas se dispersan en una disolucién de hidréxido de sodio con calentamiento, posteriormente
el solido obtenido se filtra y se lava con agua para eliminar los polisacéridos solubles **. El blanqueo
se realiza con una disolucion que contiene clorito de sodio y un buffer, mientras se agita
mecanicamente “*. Con este tratamiento se eliminan la mayoria de las ligninas, otros polifenoles,
hemicelulosas y proteinas, obteniendo fibrillas individualizadas de las cuales se puede extraer CNF a

partir de alguno de los métodos mecénicos existentes, mencionados en la Cuadro 2 >4,

En los tejidos vegetales las nanofibrillas estan fuertemente unidas entre si por maltiples enlaces
de hidrégeno, por lo que su extraccion ha demostrado ser extremadamente dificil y solamente con la
ayuda de un fuerte tratamiento mecanico, es posible desintegrar las fibras de pulpa de la madera para
obtener CNF 12, Estudios anteriores han demostrado que una forma mas sencilla es la modificacion
quimica en la superficie de las fibrillas para generar repulsion electroestatica entre ellas y
desintegrarlas en nanofibras individuales con un tratamiento de homogeneizacién simple, como puede

ser la utilizacion de un dispersor de alto rendimiento o una licuadora doméstica *°.
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Cuadro 2. Técnicas de tratamiento mecanico para la nanofibrilacion de celulosa ®.

Técnica

Descripcion

Inconvenientes

Homogeneiza
cion a alta presion

Bombea con una alta presion las suspensiones de fibras
individualizadas a través de dos placas que se abreny cierran
con gran velocidad donde el material vegetal esta expuesto a
una gran caida de presion, con fuerzas de cizallamiento e
impacto muy altas, ocasionando su hinchamiento y
desestructuracion. Este es el método mas utilizado por su alto
rendimiento y también se conoce como microfluidizacion.

Se requieren muchas
repeticiones para obtener
CNF.

Altos consumos de
energia.

Puede degradar las
fibras.

Molienda

La materia prima se coloca en una tolva cuyo final llega
a dos discos de molienda, superior e inferior, y mientras que
el primero esta fijo la otra gira a alta velocidad para someter
las fibras a una alta friccion.

Degradacion de las
fibras de la pulpa.

Se genera una gran
cantidad de CMF (funciona
como pretratamiento).

Crio-
trituracién

Se sumerge una solucion de fibras en nitrégeno liquido
para congelar el agua, la muestra congelada se tritura
posteriormente con un mortero de hierro fundido, lo que
produce que los cristales de hielo ejerzan la presion
suficiente para provocar la liberacion de fibrillas.

El didmetro de las
fibrillas obtenidas oscila
entre 0,1 y 1 micrémetro
(CMF), pero se puede
utilizar como tratamiento
previo.

Ultrasonido
de alta intensidad

Se genera electrénicamente una alta frecuencia, esta se
transforma en energia mecénica gracias a una sonda de metal
que oscila a altas velocidades. La sonda se coloca en la
muestra y al oscilar produce una alta presion localizada,
gracias a fendbmenos de cavitacion, formacidn, expansion e
implosién de burbujas de gas microscopicas por la absorcion
de energia de las moléculas del liquido.

Generacién de calor.

Altos niveles de ruido.

Variabilidad del
rendimiento.

Generacion de radicales
libres.

Siempre se obtiene una
mezcla de fibrillas a nano y
microescala.

2.3.3 Propiedades morfoldgicas y térmicas de la CNF.

La CNF puede prepararse a partir de diferentes materiales naturales cuya composicion posea fibras

celuldsicas como lo es la madera, cultivos agricolas o residuos de plantas 2. La diferencia de cada

matriz es el porcentaje de sus componentes donde entre mayor sea la cantidad de lignina y

hemicelulosa mas dificil sera obtener nanofibras, esto ocasiona que sus dimensiones puedan variar en

la longitud desde unos cuantos nandémetros hasta 12 um o mas y en el diametro de pocos nanémetros

a 80 nm *2, Estos valores pueden ser calculados a partir de imagenes obtenidas por microscopia de

fuerza atomica (AFM) y por microscopia electrénica de barrido (SEM) utilizando una herramienta de

procesamiento de iméagenes 2.
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La cristalinidad de la CNF es generada por los puentes de hidrdégeno entre las moléculas, estos
promueven un sistema regular y ordenado “2. Las unidades fibrilares individuales consisten en periodos
largos de regiones cristalinas interrumpidas por zonas amorfas “2. En la celulosa nativa, la longitud de
los cristales puede ser de 100 nm a 250 nm con secciones transversales de 3 nm a 10 nm 2. Los
tratamientos quimicos y mecanicos afectan la cristalinidad de las fibras celulésicas, por ejemplo, las
regiones cristalinas resisten el ataque del acido diluido mientras que las zonas amorfas se
desestructuran “2. Se ha reportado que a menor contenido de hemicelulosas y lignina se aumenta la
cristalinidad de las fibras “2. El indice de cristalinidad se puede determinar por difraccion de rayos X
ya que las zonas cristalinas, al estar mas ordenadas, generan una mayor dispersion que las amorfas y

producen sefiales que se pueden cuantificar y correlacionar #2.

Las propiedades térmicas de las fibras naturales sirven para medir su aplicabilidad en el
procesamiento de biocompuestos, en el que la temperatura de trabajo para los polimeros termoplasticos
se eleva por encima de 200°C 2. Se ha demostrado a partir de anélisis termogravimétrico (TGA) que
la nanofibrilacion aumenta la estabilidad térmica del material vegetal, por lo que se podria utilizar a

altos rangos de temperatura #2.

2.3.4 Aplicaciones de la celulosa nanofibrilar

La celulosa posee un amplio consumo a nivel industrial ya que es utilizada en las industrias
farmacéuticas, del papel y los textiles, pero su area de aplicacion se amplia si consideramos las
propiedades quimicas Yy fisicas que adquiere a nivel nanométrico, un ejemplo de esto son las propuestas
para utilizar las peliculas de nanocelulosa en pantallas tactiles, paneles solares, nanogeneradores

eléctricos y liberacion de farmacos 1%,

Gracias a sus propiedades mecanicas, térmicas y biodegradabilidad, la CNF adquiere un conjunto
de caracteristicas superiores a las que se encuentran en otros materiales. Uno de los ejemplos mas
destacados es la utilizacion de celulosa fibrilada como material de relleno, se ha utilizado CMF
embebida en una mezcla 50/50 de amilopectina /glicerol, para producir peliculas homogéneas
mostrando que al alcanzar el 70% en masa se aumenta considerablemente la resistencia a la traccion,
el modulo y el valor de fractura, considerandose un sustituto biodegradable para algunos plasticos 2.

Utilizando colageno como matriz se ha realizado una reticulacién con CNF, donde se encontrd una
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buena interaccién de ambos materiales, optimizando sus propiedades mecénicas para posibles
aplicaciones biomédicas *4. La CNF también funciona como material de carga para compuestos epoxi

donde se requieren pequefias cantidades de nanofibras para mejorar las propiedades del polimero *°.

Otro de los métodos utilizados para aplicar la CNF es la generacion de peliculas, con propiedades
mecénicas muy similares a las nanofibras puras, las cuales se pueden modificar para interactuar con
diferentes compuestos. Tal es el caso del pretratamiento de oxidacion mediado por TEMPO para
generar peliculas con superficies funcionalizadas, inmovilizando inmunoglobulina G antihumana para
la deteccion de enfermedades 2. Se ha investigado el uso de peliculas de CNF para la administracion
controlada de medicamentos, mostrando resultados muy prometedores 1. Se ha reportado el uso de
peliculas de CNF como matriz para nanoparticulas de plata obteniéndose un empaque antimicrobiano
con buena actividad contra Escherichia coli (Gram-negativas) y Staphylococcus aureus (Gram-

positivas) “6.
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CAPITULO Il1: OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Evaluar el potencial del rastrojo de pifia (Ananas comosus) como fuente para la obtencion de

nanofibras de celulosa.

3.2 Objetivos especificos
1. Obtener celulosa nanofibrilar a partir del rastrojo de la pifia.
2. Caracterizar la celulosa nanofibrilar proveniente del rastrojo de pifia.

3. Elaborar peliculas de celulosa nanofibrilar obtenida a partir del rastrojo de pifia.
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1 Materiales

El hipoclorito de sodio (10-15%), la 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo (TEMPO, 98% m/m), el
bromuro del sodio (99%), el &cido clorhidrico (37%), el cloruro de sodio (99%) y el clorito de sodio
(80%) fueron adquiridos de Sigma Aldrich (Alemania). El hidroxido de sodio (lentejas, 98%) fue
adquirido de Fisher Scientific (EE. UU.). El nitrégeno comprimido (99%) fue adquirido de Praxair
(Costa Rica). Se recolectd rastrojo de pifia en una plantacion localizada en Sarapiqui, Heredia, el
material se almacend a temperatura ambiente en bolsas de plastico negro y se trasladd hasta el

Laboratorio de Polimeros (POLIUNA) de la Escuela de Quimica de la Universidad Nacional, Heredia.

4.2. Desestructuracion de las hojas del rastrojo de pifia para la obtencion de PALF y fibras

de celulosa

Las hojas del rastrojo de pifia no se secaron y fueron tratadas inicialmente con la decorticadora
brindada por la Escuela de Ing. Forestal del ITCR la cual permite eliminar mecanicamente la parte
externa de la hoja y obtener PALF. EI material posteriormente se corto a un tamafio de menos de 0,5
cm y en una balanza analitica (Mettler, AE200) se pesaron 100 g, se colocaron en un balon de tres
bocas (500 mL), se afiadid 200 mL de una disolucién de hidroxido de sodio al 4% m/m y se inicio la
reaccion a 80 °C durante dos horas con agitacion constante utilizando un agitador magnético (Thermo

scientific, Cimarec) para obtener las fibras de celulosa #’.

4.3 Extraccion y purificacion de la CNF, sin microfluidizador

En la Figura 11 se puede observar un resumen de las etapas del proceso iniciando desde las hojas
del rastrojo de pifia (a) que al decorticarse pasan a ser PALF (b). Posterior al tratamiento alcalino las

fibras se neutralizaron con lavados de agua destilada mediante filtracién y se blanquearon con
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hipoclorito de sodio al 3% m/m, obteniéndose celulosa (e). Una porcidn de PALF se separé para poder

estudiar el efecto de la lignina en la CNF.

Figura 11. Etapas de obtencién de CNF a partir del rastrojo de pifia: (a) hojas del rastrojo de pifia, (b) PALF,
(c) mezcla de micro y nanofibrillas sin blanquear, (d) suspension de CNF-SB, (e) celulosa, (f) mezcla de micro
y nanofibrillas blanqueadas y (g) suspensién de CNF-B.

Se suspendieron 15 g (masa en seco), pesados en una balanza analitica (Mettler, AE200), de
celulosa blanqueada (e) y PALF (b) en dos disoluciones acuosas de TEMPO (0,1 mmol/g de fibra) y
bromuro de sodio (1 mmol/g de fibra) diferentes hasta alcanzar una consistencia del 1% cada una .
La oxidacion mediada por TEMPO se inicié afiadiendo hipoclorito de sodio al 7% m/v (12 mmol/g de
fibra) con agitacion constante mediante un agitador magnético (Thermo Scientific, SP 131325) y se
verificd que el pH estuviese entre 10 y 11 con un pH-metro (Sartorius, SAR PP-20). El pH se ajustd
con acido clorhidrico al (0.494+0.008) M o hidréxido de sodio al (0.485+£0.004) M hasta alcanzar
dicho valor 1°. Después de 3 horas de reaccion la celulosa y la PALF oxidadas con TEMPO se lavaron

tres veces con agua destilada por filtracion y se almacenaron a 4°C.

Finalmente, se realiz6 una desintegracion mecanica con el dispersor de alto rendimiento (Ultra-
Turrax ®, IKA T25) a 17000 rpm durante intervalos de 5 min hasta alcanzar un maximo de 15 min
totales, esto produjo suspensiones de CMF y CNF mezcladas por lo que se les asigno el nombre de
CMF-SB/CNF-SB (c) por estar sin blanquear y CMF-B/CNF-B (f) por ser blanqueadas. Para aislar la
CNF-SB (d) y CNF-B (g) se centrifugaron a 8000 rpm y 20°C durante 10 min con una centrifuga
(Eppendorf, 5804 R) para separar particulas grandes de la CMF interferente.
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4.4 Extraccion y purificacion de la CNF, con microfluidizador

En la Figura 12 se muestra un esquema genera de como las suspensiones de PALF (a) y fibras de
celulosa blanqueadas (b), se sometieron a una desestructuracion mecanica utilizando un molino de
friccion ultrafina (Masuko grinder®: FRIMA-Maschinenbau, KM) con un total de pases de 15 para
cada una (c), produciendo CMF-SB (d) y CMF-B (d) respectivamente.

Figura 12. Etapas de obtencidn de CNF a partir del rastrojo de pifia utilizando micofluidizacion: (a) PALF,
(b) celulosa, (c) Masuko grinder (d) microfibras sin blanquear (arriba) y microfibras blanqueadas (abajo), (e)
Microfluidics M-110P “ y (f) CNF-SB-MF (arriba) y CNF-B-MF (abajo).

Se continud con la oxidacion mediada por TEMPO como se ha descrito en el punto 4.3 de la
metodologia. Posteriormente, se realizé una desintegracion mecanica de las fibras tratadas utilizando
un microfluidizador (Microfluidics, M-110P). Para lograr este proposito se pasd en 2 ocasiones
utilizando una disposicion de cAmaras en serie de 400-200 um, luego se dispersé usando el (Ultra-
Turrax ®, IKA T25) a 17000 rpm durante intervalos de 5 min hasta alcanzar un maximo de 15 min
totales. A las suspensiones obtenidas se les asigno el nombre de CNF-B-MF (f) y CNF-SB-MF (f), se
centrifugaron a 8000 rpm y 20°C durante 10 min con una centrifuga (Eppendorf, 5804 R) para separar

particulas grandes.

4.5 Caracterizacion de la CNF obtenida

Se utilizaron distintas técnicas con el fin de dimensionar y estudiar quimicamente el material
obtenido, para demostrar que este realmente era CNF que fue oxidada por TEMPO. Se prepardé CNF-

SB con el fin de evaluar el efecto de la lignina sobre la metodologia utilizada y por consiguiente en los
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resultados. Los procedimientos aplicados fueron la determinacién conductimétrica, el anélisis del Z-

potencial y la microscopia de fuerza atomica, estos se presentaran con detalle a continuacion.

En la determinacion del grado de oxidacién se colocaron 0,3 g, pesados en una balanza analitica
(Mettler, AE200), de CNF-B, CNF-SB, CNF-B-MF y CNF-SB-MF en disoluciones distintas que
contenian cada un 110 mL de agua destilada y 10 mL de cloruro de sodio 0,01 M y se dispersaron
mediante agitacion constante con el agitador magnético (Thermo Scientific, SP 131325). Luego se
afiadio &cido clorhidrico (0.494+0.008) M hasta alcanzar un pH entre 2,5y 3,0 medido con un pH-
metro (Sartorius, SAR PP-20) y se inici0 la valoracion utilizando un conductimetro (Thermo Scientific,
Orion 3 Star) afiadiendo 1 mL de una solucién de hidréxido de sodio (0.0485+0.0004) M hasta
alcanzar conductividad constante. La adicion de hidroxido de sodio se continud hasta alcanzar un pH
de 11. El contenido de carboxilato de la muestra se determin6 a partir de la curva de conductividad “°.
Las muestras de CNF se oxidaron con una disolucion acuosa de clorito de sodio a pH entre 4 y 5 para
la conversion selectiva de los grupos aldehido a carboxilato, los dltimos se determinaron mediante el

método de valoracion de conductividad eléctrica mencionado anteriormente #°.

El contenido de carboxilatos (COOH) se determind mediante la Ecuacion 1, donde m es la masa
de CNF utilizada, C1 y C; son los milimoles de NaOH agregados en el primer y segundo punto de

inflexion respectivamente °:

C—Cy

COOH cone = = Ec 1.

y el de aldehido (CHO) segun las ecuaciones 2 y 3 *°:
COOHeont =k *xa Ec 2.

__1000%(a—p)
38xa*—-1000*a

Ec 3.

Donde a es el contenido de carboxilatos (mmol/g) de la celulosa oxidad mediante TEMPO y B el

contenido de carboxilatos (mmol/g) de la celulosa oxidada mediante TEMPO y clorito de sodio °°.

162 (C;—Cq)
%GOCOOHOCHO = chz_lcl)* 100 EC 4

%GOTotal = %GOCOOH + %GOCOH EC 5

27



Para calcular el grado de oxidacion total por unidad de anhidroglucosa de celulosa, se utilizaron la
ecuacion 4 y 5, donde m es la masa de CNF utilizada, C1 y Cz son los milimoles de hidréxido de sodio
agregados en el primer y segundo punto de inflexion respectivamente °°.

CHOcont+2CO0H cont
NaClOcont

Eficiencia = Ec 6.

En la determinacion de la eficiencia se usaron los contenidos de CHO y COOH que equivalen a la
cantidad (mmol/g) de grupos aldehido y carboxilato generados, y el contenido de NaClO que fue la
cantidad (mmol/g) afadida durante la reaccion *°.

Para aproximar la carga superficial se verificd que el pH de las suspensiones de CNF-B, CNF-SB,
CNF-B-MF y CNF-SB-MF estuviesen en el rango entre 6-7. Posteriormente se determiné el potencial
zeta por medio de dispersion de luz dindmica (DLS) mediante el equipo Zetasizer® (Malvern
Instruments, Nano-ZS90) con un angulo de 90° equipado con un laser He-Ne a una temperatura
controlada de 25 °C utilizando cubetas capilares de poliestireno y haciendo 5 repeticiones con 10
corridas cada una. Para el analisis de los resultados se utilizé el software Zetasizer Ultra (Malvern

Instruments) midiendo las salidas en términos del Z-potencial en unidades de milivoltios (mV).

En la verificacion de la morfologia para las suspensiones de CNF-B, CNF-SB, CNF-B-MF y CNF-
SB-MF se tomaron 50 pL de cada una y se vertieron sobre discos de mica diferentes previamente
exfoliados. Estos se secaron con nitrogeno comprimido (99%) para remover el exceso del liquido y se
procedio a la toma de imagenes mediante el microscopio de fuerza atomica (Park Systems, NX10) con
el método de no contacto a 10X10 um y 5X5 um. Se utilizaron puntas PPP-NCHR con una frecuencia
de resonancia de 330kHz, constante elastica 42 N/m y un radio de punta <10nm. Las imagenes
obtenidas fueron procesadas con el software de uso libre Gwyddion y con XEI (Park Systems)
midiendo los didmetros en términos de altura relativa al sustrato en unidades de nanémetros (nm) y la

longitud en unidades de micrometros (um) °2.

4.6 Preparacion de las peliculas de CNF

Un esquema de la produccidn de peliculas se puede observar en la Figura 13, primero se prepararon
suspensiones equivalentes a 70 mL al 0,2 % m/v de CNF-B, CNF-SB, CNF-B-MF y CNF-SB-MF (a),

se homogenizaron con el dispersor de alto rendimiento (Ultra-Turrax ®, IKA T25) y se filtraron para
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eliminar el exceso de agua con filtros hidrofilicos de 0,2 um de porosidad (Hawach Scientific) al vacio,
utilizando un equipo de filtracion para cromatografia liquida de alta eficacia (b). Cada material
obtenido se colocé en una prensa con calentamiento (CARVER, 4122) a 144 °C y 0,31 toneladas de
presion por una hora y posteriormente se dejo enfriar por 15 minutos para producir las peliculas (c y
d). Se midieron los didmetros con una regla, anchos con un micrémetro y masas con una balanza
analitica (Mettler, AE200).

Figura 13. Etapas para la obtencidn de peliculas a partir de suspensiones de CNF: (a) suspension de CNF-
SB (izquierda) y suspension de CNF-B (derecha), (b) equipo de microfiltracién, (c) pelicula de CNF-B (d)
pelicula de CNF-SB.

4.7 Caracterizacion de las peliculas preparadas

Para evaluar los cambios quimicos ocurridos durante la obtencion de la CNF-B, CNF-SB, CNF-
B-MF y CNF-SB-MF se utilizé la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier mediante el
espectrofotometro infrarrojo (Thermoscientific, Nicolet 1S-50 ATR) aplicando la técnica de
reflectancia total atenuada (ATR) a 25 °C para obtener los espectros de absorcion de cada muestra en
el rango de 4000 cm™ a 400 cm™?, realizando 20 mediciones por repeticion. Las salidas espectrales se

registraron en el modo de porcentaje de transmitancia como una funcion del nimero de onda.

En el estudio de la cristalinidad de la CNF-B, CNF-SB, CNF-B-MF y CNF-SB-MF se utilizo la
técnica de difraccion de rayos X con el difractor (Malvern Panalytical, Empyream XRD) aplicando

radiacion CuKa (longitud de onda de 0.154 nm) y modo de exploracion por pasos (26 rango: 5° a 50°).

29



El indice de cristalinidad (Ci) relativo de los materiales se calcul6 utilizando el método empirico de
Segal, 1959. Este método se basa en la relativa intensidad de dos picos de difraccidn del espectro de
rayos X, utilizandose la siguiente ecuacion °2:

Ciroy = 2241 5 100 EC7.

002

Donde loo2 €s la intensidad maxima del pico de refraccién (002) mientras que lam es la intensidad
dispersada por la parte amorfa de la celulosa. El pico de difraccion (002) se encuentra en el maximo
20 entre 22° y 23° para celulosa | y entre 18° y 22° para celulosa Il. Mientras que la intensidad de la

parte amorfa en el pico minino estd a 20 entre 18°y 19° para celulosa I y entre 13° y 15° para celulosa
%2,

Para observar la superficie de las peliculas de CNF-B, CNF-SB, CNF-B-MF y CNF-SB-MF se
utilizo el microscopio de fuerza atémica (Park Systems, NX10), donde pequefios segmentos de cada
una se cortaron y se pegaron con cinta de doble cara sobre un disco de mica previamente exfoliado.
Posteriormente se tomaron imagenes con el modo no contacto de 5X5 pumy 1X1 pum, mediante puntas
PPP-NCHR con una frecuencia de resonancia de 330kHz, constante elastica 42 N/m y un radio de
punta <10nm. Las imagenes obtenidas fueron procesadas y se les midié su rugosidad media en

unidades de nanémetros (nm) con el software de uso libre Gwyddion.

La estabilidad térmica de las peliculas de CNF-B, CNF-SB, CNF-B-MF y CNF-SB-MF se midi6
utilizando el andlisis termogravimétrico mediante el equipo de TGA (TA Instruments, Q500) , con una
velocidad de calentamiento variable desde temperatura ambiente hasta los 650 °C en un entorno de
nitrogeno “2. Esto se logro al utilizar el método HR (high resolution por sus siglas en inglés) el cual
disminuye la velocidad de calentamiento cada vez que se detecta la degradacion de un componente
por el aumento repentino de la variacidn en la pérdida de masa, lo cual permiti6 identificar sefiales que

de otra manera no aparecerian.

La existencia de transiciones térmicas de los componentes presentes en las peliculas de CNF-B,
CNF-SB, CNF-B-MF, CNF-SB-MF se verifico con la técnica de calorimetria de barrido diferencial
mediante el equipo DSC (Perkin Elmer, Pyris DSC-6), con una velocidad de calentamiento de 20

°C/min desde temperatura ambiente hasta 250 °C en atmdsfera de nitrégeno.
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CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Extraccion de CNF

Las fibras naturales se caracterizan por poseer como componentes principales: celulosa,
hemicelulosa y ligninas, pero contiene otras sustancias en menor proporcion como las pectinas, ceras
y sustancias solubles en agua 8. La composicion quimica de la PALF proveniente del rastrojo de la
pifia, variedad comosus, cultivada en Costa Rica ha sido reportada previamente y como se muestra en
la Cuadro 3 la celulosa (45,32 %) vy la lignina (25,63 %) son los componentes que se encuentran en

mayor proporcion.

Cuadro 3. Composicion quimica de las fibras de hojas del rastrojo de pifia (PALF) &,

Celulosa (%) | Lignina (%) | Hemicelulosa (%) | Cenizas | Extraibles con | Extraibles
acetona (%) con agua (%)
45,32 25,63 17,43 4,64 3,85 3,13

Las fibras lignocelulosicas como la PALF, poseen ambos componentes en proporciones
considerables y segln sean sus porcentajes, la efectividad en la extraccion de CNF varia. Un ejemplo
de esto fue el resultado al comparar la CNF sin microfluidizar obtenida a partir de celulosa (CNF-B),
la cual no contiene lignina, y la que se obtuvo con fibras lignocelulésicas (CNF-SB), cuyos porcentajes
de rendimiento en base seca fueron de 2,3% y 4,0% respectivamente. Note que, al remover la lignina

la extraccion de CNF aumenta.

Resultado similar se obtuvo al comparar la CNF que se produjo utilizando el microfluidizador
(MF), donde el porcentaje de rendimiento en la obtencién de CNF-SB-MF fue de 10 % y el de CNF-
B-MF de 50 %, medido en base seca. Cabe resaltar que la microfluidizacion aumento
considerablemente la efectividad de la extraccion, alcanzando valores de hasta el 50%. Ademas, el
bajo porcentaje de extraccion por la presencia de lignina en la CNF-SB-MF muestra nuevamente el
efecto de este polimero sobre la desestructuracion, donde al rodear la celulosa y producir un efecto

pegamento aumenta la fuerza de union entre las nanofibras.

Es importante resaltar que a través de todos los procedimientos realizados tanto la PALF como las
fibras de celulosa no se sometieron a tratamientos de hornificacion, esto ocasion6 que las muestras al

estar himedas tuviesen que pasar mas repeticiones, en comparacion a si estuvieran secas, por el molino
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ultrafino antes de entrar al microfluidizador, generando una disminucion en la eficiencia energética

del proceso.

Para llevar a cabo la caracterizacion de los materiales obtenidos (CNF-SB, CNF-B, CNF-SB-F y
CNF-B-MF) la microscopia de fuerza atdbmica (AFM), la titulacién conductimétrica y la medicién del

Z-potencial se efectuaron con el material disperso en agua.

5.2 Caracterizacién de la CNF

Una de las caracteristicas mas importante de este trabajo era evaluar si es posible la extraccion
de CNF por lo que una vez obtenido el material se procedié a dimensionarlo utilizando la técnica de
AFM que permite analizar la morfologia de nanofibras individuales al tomar imagenes en amplio
aumento. El principio de este analisis es la microscopia de efecto tinel, donde una punta de ceramica
fina y una sonda metalica son utilizadas para medir la altura entre la punta y la muestra, esto se logra
al aplicarse una diferencia de potencial entre ambas superficies 3. La punta se mueve en los ejes X, y
y z del plano sobre la superficie utilizando sus elementos actuadores piezoeléctricos, estos crean una
contraccién o elongacion en la estructura cristalina al estar en presencia de campos eléctricos, logrando
que se puedan ajustar en diferentes posiciones sobre la muestra, y midiendo distancias en el orden de

0,5 nm %3,

El AFM puede ser utilizado con el modo no contacto, y como bien lo indica su nombre lo que
se busca es que la punta no llegue a tocar la muestra. Mediante el uso de este equipo se logré la
obtencién de imagenes al nivel de micrometros de la CNF obtenida, ver Figura 14. En estas se puede
observar como las nanofibras se dispersan sobre los discos de mica de ceramica, su color claro indica

que las dimensiones del material estan en el rango de nanémetros.
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Figura 14. Imagenes de 5x5 pm en 2D obtenidas por AFM con el modo no contacto de: a) CNF-B-MF
y b) CNF-SB-MF.

La altura de la CNF medida mediante las imagenes se considerd el diametro y se obtuvieron
valores promedios entre 3,2 y 5,2 nm, ver Cuadro 4. A pesar de haber casos donde alcanzaron valores
de decenas de nandmetros se demostro que efectivamente todos los tratamientos utilizados aislaron las
fibras de PALF a escala nanométrica. Otros autores lo han logrado en diferentes estudios utilizando
las misma materia prima y la técnica de explosion de vapor en presencia de hidroxido de sodio,
reportando didmetros ponderados de 32,5 nmy de 25+10 nm, siendo mucho mayores a los obtenidos

en esta investigacion "4,

Cuadro 4. Determinacion dimensional de las nanofibras obtenidas a partir de PALF.

Tamarfio de fibra® Relacién de
Muestra Longitud, L Diametro, D aspecto, L/D
(Lm) (nm)
CNF-B 1,09 +£0,37 3,2+1,0 337
CNF-SB 1,07 £0,32 43+1,6 249
CNF-B-MF 0,98 +0,31 34+19 288
CNF-SB-MF 1,13 +0,50 52+2,0 216

Nota: 1. La muestra estadistica fue de 10 mediciones por imagen de 10x10, considerando solo CNF
cuya longitud se pudiese medir y la desviacién estandar como incertidumbre ().

En este estudio se buscd medir la longitud a pesar de la dificultad para obtener imagenes que
abarquen fibras enteras, ver Figura 14 y Anexo 6. De las pocas nanofibras que se cuantificaron se
encontraron algunas que van desde 0,98 a 1,13 um aproximadamente. Este resultado fue mayor al

reportado previamente para la CNF de PALF (200-300 nm) y similar a los de muestras de madera
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blanda (>1 pm) "*°. Es importante considerar que en estas investigaciones la precision para medir la
longitud y la distribucion longitudinal es muy baja ya que el ancho de fibra es muy pequefio y la
longitud es muy grande ocasionando que no se puedan obtener resultados mas representativos por no
lograr observar una cantidad significativa de nanofibrillas completas a bajo aumento.

La relacion de aspecto es uno de los parametros mas importantes para determinar la capacidad
de refuerzo, los valor obtenidos (216-337) fueron mucho mayores a los encontrados para la CNF de
PALF extraida mediante explosién de vapor (50) y muy similar a la de las nanofibras de madera (30-
300), mostrando ser un prometedor recurso para ser aplicado en nanocompositos ’*6. Cabe resaltar que
en esta investigacion y en los estudios mencionados el resultado es una estimacion ya que existen
fibras muy largas con valores menores que no se pueden medir debido a que en las imagenes aparecen

solo secciones de las mismas 7.

Cabe resaltar la utilizacion de la microfluidizacion ya que gracias a dicho tratamiento mecanico
se logro observar la desestructuracion de fibras en componentes mas pequefios, ver Figura 15. Note en
la imagen de AFM que de una nanofibrilla de 7,5-10 nm de espesor se desprenden otras mas delgadas
(1-5 nm) de su superficie. Es de esperar que al aumentar la cantidad de pases a traves del equipo estos
pequefios aglomerados se logren separar dando lugar a CNF con didmetros menores como se ha
reportado al utilizar la molienda de bolas para obtener nanofibras a partir de PALF, donde al
desestructurar el material por 1,5 horas se obtuvo un didmetro promedio de 80,5-83,7 nm pero cuando

este tiempo aumentd a 3 horas los valores estuvieron alrededor de 32 nm °’.
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Figura 15. Imagen de 10x10 um en 2D obtenidas por AFM con el modo no contacto de CNF-B-MF.

Con la técnica de AFM se ha logrado analizar la morfologia de nanofibras individuales que fueron
suspendidas en agua mediante sonicacion donde el diametro promedio reportado a partir de 6 muestras
fue de 7,47 nm con una desviacion estandar de 0,86 nm, valores que son mayores a los encontrados
para la CNF de PALF %, Cabe mencionar que también se han reportado resultados similares al
obtenido en este estudio con didmetros de 1-3 nm y longitudes de 0,1-1 um para nanofibrillas de

celulosa extraidas a partir de madera °*.

Las nanofibras obtenidas atravesaron un proceso oxidativo mediante TEMPO que tiende a ocurrir
en las zonas amorfas, secciones no cristalinas, de la celulosa y en las hemicelulosas por ser mas
accesibles para los reactivos quimicos *°. Ademas, la lignina genera un efecto barrera en los materiales
lignocelulésicos que disminuye la efectividad de las reacciones *°. El producto de este proceso es un
material cuyos alcoholes (-OH) del carbono 6 pasan a ser grupos aldehidos (-CHO), y si estos se siguen

oxidando forman carboxilatos (-COQO"), ver Figura 16.
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Figura 16. Posibles grupos funcionales generados durante la reaccion de oxidacion mediada por
TEMPO/NaClO/ NaBr en la celobiosa.

La titulacién conductimétrica es una técnica analitica basada en la diferencia de movilidad, es
decir, como los iones con determinada movilidad son sustituidos por otros que poseen caracteristicas
diferentes °. La utilizacion de la misma permitio cuantificar la cantidad de grupos carboxilatos y
aldehidos que se formaron durante el proceso oxidativo de la celulosa mediante curvas de valoracion
conductimétricas y cuantificando los dos puntos de inflexion %°. Estos se presentan al valorarse las
suspensidnes con hidroxido de sodio, el primero se da cuando el &cido clorhidrico agregado en exceso
se consume y solo quedan los grupos —COOH de las unidades oxidadas. El segundo es producto de la

formacion de carboxilatos por el aumento del pH, ver las curvas conductimétricas en el Anexo 4y 5.

En el Cuadro 5 se resumen los datos de las determinaciones conductimétricas para cada una de las
muestras de CNF obtenidas. Los contenidos de carboxilato y aldehido indican cuantas unidades de
celobiosa fueron oxidadas a anhidroglucuronato por gramo de material y estan asociados a la
efectividad de la reaccion de oxidacion mediada por TEMPO. También, son quienes determinan el

grado de oxidacion y su relacion con este valor es directamente proporcional.

Cuadro 5. Determinacidn del grado de oxidacién y la eficiencia de la reaccion en la obtencion de CNF a
partir de PALF utilizando un pretratamiento quimico con TEMPO.

Muestra Contenido de Contenido de _Grac_io de Eficiencia
COONa (mmol/g) CHO (mmol/qg) oxidacién (%)

CNF-B 0,39+0,02 0,39+0,02 20+2 0,98+0,07

CNF-SB 0,36+0,02 0,17+0,01 15+2 0,74+0,06

CNF-B-MF 0,32+0,01 0,19+0,01 12+1 0,69+0,04

CNF-SB-MF 0,21+0,01 0,19+0,01 9+1 0,52+0,04
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La CNF-B fue la muestra que presentd una mayor eficiencia, lo que se traduce en una reaccion de
oxidacion mas efectiva. Este resultado puede ser producto de dos factores; el primero es alto contenido
de celulosa amorfa, como veremos mas adelante, y el segundo es la remocion de lignina que permite

un mayor acceso a los reactivos.

Para la mayoria de las muestras, la cantidad de unidades repetitivas que se oxidaron hasta aldehido
fue menor a las que se oxidaron hasta carboxilato, esto demuestra que la oxidacion es dificil de
controlar y va a tender hacia el mayor estado de oxidacion segun las condiciones de reaccién. Una
excepcion fue la CNF-B donde ambos contenidos fueron iguales, esto indica que la mayor parte de la
fibra fue oxidada total o parcialmente, generando una elevada eficiencia de la reaccién pero poca
eficacia en la oxidacion selectiva a carboxilato, que es atribuible a que no mantener el pH adecuado
(10) durante el procedimiento..

Note que el grado de oxidacién es mayor para las muestras blanqueadas si se compara cada una
con su contraparte sin blanquear, esto se debe a la presencia de lignina que funciona como barrera,
protegiendo el alcohol del carbono 6 e impidiendo su reaccion. Ademas, las muestras que pasaron por
el microfluidizador presentaron menores eficiencias por la remocion de segmentos amorfos que se
desprendieron producto de la alta fuerza de cizallamiento a la que se sometieron, esto puede ser la

causa de los mayores indices relativos de cristalinidad, ver Cuadro 6.

El indice de cristalinidad se midié mediante los los difractogramas del Anexo 9, que se obtuvieron
con la cristalografia de rayos X, la cual utiliza un haz de esta radiacion electromagnética *°. Cuando la
energia impacta la muestra, parte de la misma es dispersada por los electrones y la intensidad con la
que llegan al detector dependera de la disposicion y especies atomicas presentes en la matriz,
proporcionado la informacion requerida para estudiar sus propiedades estructurales ®°. Las sefiales del
equipo de rayos X que fueron utilizadas para analizar la CNF obtenida se encuentran alrededor a los

20=15° y 20=20°, caracteristicas de la celulosa Il en el plano reticular [101] °2.
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Cuadro 6. Determinacidn del indice de cristalinidad (Ic) de las muestras obtenidas en el proceso de
extraccion de CNF a partir del rastrojo de pifia.

Muestra Indice de cristalinidad
(%)
PALF 52
Celulosa 60
CNF-SB 37
CNF-SB-MF 59
CNF-B 53
CNF-B-MF 64

Al compararse la CNF-B y la CNF-SB con sus materiales de partida, celulosa y PALF
respectivamente, se observa que el Ic obtenido disminuy6, coincidiendo con lo reportado por otros
autores donde la utilizacion de TEMPO y la homogeneizacion mecanica puede generar un descenso
en la cristalinidad de ciertas fuentes vegetales como lo es el cultivo de arroz, la madera dura y el
algoddn 5192 Esto sugiere que dicha reaccion también se lleva a cabo en las zonas cristalinas

fomentando su desestructuracion mecanica.

Es importante resaltar que también se ha reportado que la oxidacion mediada por TEMPO no
genera cambios significativos en la cristalinidad “°. Aunque para dichos estudios no se haya aclarado
si se realizo una purificacion del material oxidado como se hizo en este caso, no se descarta que haya

alguna desviacion en la medicion por difraccion de rayos X.

La remocidn de las ligninas y hemicelulosas ocasiona que las muestras blanqueadas tengan un
mayor grado de cristalinidad que sus contrapartes sin blanquear, ya que dichos compuestos se
caracterizan por su acomodo aleatorio alrededor de la celulosa. Ademas, se destaca que las muestras
sometidas al microfluidizador son las que presentan mayor grado de cristalinidad, dicho
comportamiento se ha reportado en la cascara de banano y el bagazo de la cafia de azicar donde al
aumentar la cantidad de pases a través del homogeneizador de alta presion aumento considerablemente
la cristalinidad, lo cual parece indicar que las zonas amorfas son mas susceptibles, en comparacion a

las cristalinas, a desestructurarse si fueron tratadas quimicamente con antelacion 53,

Al usar un procedimiento similar al aplicado en la PALF, pero en madera suave, se reporté una
ligera disminucion en la cristalinidad, por lo que es importante aclarar que esta prueba no es
concluyente y existe la posibilidad de que el acomodo de las cadenas celuldsicas dentro del material

de partida sea quien promueve la desestructuracion de unas zonas por encima de otras *°.
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Otra caracteristica importante de las CNF obtenida es que la presencia de los grupos carboxilatos
sobre su superficie ocasiona que posean una carga superficial negativa. Esta puede ser medida,
aproximadamente ya que las particulas no son esféricas como vimos en las imagenes de AFM,
mediante su potencial zeta. Esta técnica consiste en someter a la muestra a un haz de luz que sera
dispersado por una molécula en solucidn si esta cuenta con propiedades diferentes a la de su entorno
%5, En este caso, el momento dipolar oscilante inducido por el campo eléctrico de la luz incidente hara

que esta Ultima irradie en todas direcciones °°.

La intensidad de la luz dispersada esta relacionada con la direccion de polarizacion de la luz
incidente, el angulo de dispersion y los parametros de la solucion, y se puede correlacionar con las
caracteristicas superficiales del sustrato como su carga superficial debido a la propiedades de los
campos eléctricos presentes durante el anélisis . Los resultados obtenidos para la CNF extraida se
encuentran resumidos en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Determinacion del potencial zeta de las muestras obtenidas en el proceso de extraccién de CNF
a partir del rastrojo de pifa.

Potencial zeta
Muestra (mV)
CNF-B -44,3+6,6
CNF-SB -36,4+9,3
CNF-B-MF -39,2+4,6
CNF-SB-MF -30,7+8,0

Se ha reportado la obtencion de valores de Z-potencial muy similares para matrices de origen
vegetal diferentes y con grados de oxidacion muy distintos 8. Dicho resultado es semejante al obtenido
en este estudio si se toma en consideracion la desviacion estandar y se comparan las muestras de CNF
blanqueadas por un lado y las sin banquear por otro. Se hace dicha separacion porque existe la
posibilidad de que la CNF-SB-MF y la CNF-SB muestran una mayor desviacidn estandar y un menor
Z-potencial como resultado de su contenido de lignina que interfiere en la medicion al cubrir parte de
las fibras oxidadas, disminuyendo la densidad de grupos carboxilatos de unas fibras con respecto a las

otras y generando una mayor distribucion en las cargas superficiales.

Es posible que la mifrofluidizacion al desestructurar y dispersar las fibras ocasione no solo un
descenso en la desviacion sino también un valor de Z-potencial menor, lo cual explicaria las diferencias
entre la CNF-SB-MF y la CNF-SB, y la CNF-B-MF en comparacién con la CNF-B. Este resultado no

es concluyente y requiere de un analisis estadistico mas amplio para ser comprobado. Otro factor a
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considerar es que CNF fueron analizadas a un pH entre 6-7, debido a que este pardmetro puede generar
variaciones en el Z-potencial, y se encontré que los valores para las muestras blanqueadas se asemejan
al obtenido en fibras de madera blanda que rondan los -40 mV y a la pulpa kraft de eucalipto
blanqueada con valores de -41+4 mV y -46+3 mV 5768,

Posterior a la caracterizacion de las fibras se procedi6 con la preparacion de peliculas, la ventaja
de estas es que no se encuentran en suspension por lo que no existe las interferencias del agua cuando
se recurre a la utilizacién de algin instrumento de medicién. Ademas, sus propiedades térmicas y

quimicas son equivalentes a la CNF de partida.

5.3 Preparacion de peliculas

Existen diferentes procedimientos para generar peliculas a partir de CNF como lo son el secado
sobre un sustrato impermeable con evaporacion de la matriz, el revestimiento sobre sustratos
permeables, la extrusion utilizando troqueles definidos y la fabricacion de papel que consiste en
filtracion al vacio con posterior secado. En este estudio se empled esta Gltima por la disponibilidad de
los instrumentos y la simpleza del proceso, donde al aplicarlo a cada uno de los materiales obtenidos
(CNF-B, CNF-SB, CNF-B-MF y CNF-SB-MF) se produjeron peliculas con caracteristicas diferentes,

ver Figura 17.

Figura 17. Peliculas obtenidas mediante filtracion utilizando filtros de 0,2 um, a) CNF-B, b) CNF-SB, c)
CNF-B-MF y d) CNF-SB-MF.
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Se destaca como el microfluidizador ayud6 a generar un material mas homogéneo y mucho méas
opaco, Y la coloracion verdosa de las nanofibras lignocelulésicas en las peliculas de CNF-SB. Las
ventajas de sus diferencias es que segun la aplicacion se podria utilizar un método sobre el otro, por
ejemplo, para material de empaque o pantallas tactiles se podria preferir la CNF-B ya que es translicida
y permitiria ver el contenido, pero para nanofiltros podria ser mejor la CNF-MF por su mayor gramaje

como veremos mas adelante.

Note que, la pelicula de CNF-B es mucho mas homogénea y translicida que la de CNF-SB lo cual
podria estar relacionado a la dispersidn de las fibras en suspension y a su composicion quimica. La
CNF-SB debido al contenido de lignina, la cual impide una oxidacion por TEMPO eficiente, no
lograba dispersarse correctamente, provocando que en ciertos sectores de la pelicula las nanofibras se
aglomeraban y en otras no, por ejemplo las orillas. EI material resulto ser fragil en los bordes, tendia a

quebrarse y desprender secciones de su superficie, siendo la pelicula mas liviana, ver Cuadro 8.

Cuadro 8. Caracteristicas fisicas de las peliculas obtenidas a partir de CNF.

Pelicula Peso (£0,002g) | Diametro (0,1cm) | Grosor (x1um) Gramaje (£3 g/m?)
CNF-B-MF 0,150 4,2 117 108
CNF-SB-MF 0,147 4,0 115 117

CNF-B 0,089 3,9 77 74

CNF-SB 0,051 3,8 109 45

Otro de los parametros medidos fue el gramaje, sus valores estuvieron entre 45-117 g/m? y fueron
ligeramente mayores a los reportados para nanopapeles (10-85 g/m?) que se utilizaron como
membranas para la filtracion ®°. En dicho estudio el espesor se controlé mediante el gramaje ya que
son directamente proporcionales, si se comparan las muestras blanqueadas y las sin blanquear por
separado se puede observar que esta relacion también se cumplié para la CNF de PALF ya que las
muestras microfluidizadas (CNF-B-MF y CNF-SB-MF) presentaron mayor gramaje y grosor que su
contraparte sin microfluidizar (CNF-B y CNF-SB) .

La permeabilidad es inversamente proporcional al gramaje en los nanopapeles, y a pesar de no
haber sido medida posiblemente las muestras microfluidizadas presentarian una permeabilidad menor
a las sin microfluidizar . Cabe resaltar que otro factor determinante en esta propiedad es el didmetro
de las nanofibras pero como se discuti6é anteriormente esta caracteristica fue muy similar en todas las

muestras de CNF obtenidas ©°.
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Es importante resaltar que el objetivo de esta investigacion fue explorar la posibilidad de
producir peliculas de CNF a partir PALF, no darles una aplicacion especifica. Lo mencionado tampoco
impide que la caracterizacion que se discutira a continuacion y lo que se ha reportado anteriormente

puede ser utilizado como primer acercamiento a posibilidades de uso.

5.4 Caracterizacion de las peliculas producidas a partir de CNF

Una de las determinaciones mas importante es conocer la superficie de las peliculas preparadas,
para entender cdmo se formaron y que caracteristicas adquiere segun el proceso aplicado. Se utilizé el
AFM para este estudio y las imagenes obtenidas se pueden ver en Figura 18, en ellas el material de
partida colapsa en aglomerados produciendo secciones porosas a través del material que a nivel
macroscopico son imperceptibles. En el Anexo 7 se pueden observar los resultados para las demas
peliculas, cabe resaltar que la pérdida en calidad de las imagenes se dio por que a pesar de utilizar el
método no contacto la celulosa tendia a adherirse a la punta de la sonda.

12.2
nm
10.0

80

8.0

Figura 18. Imagenes en 2D obtenidas por AFM con el modo no contacto de: a) 5X5 pum CNF-B-MF y b)
1X1 um CNF-B-MF.

Las secciones porosas fueron medidas y se encontré que su ancho abarca entre 100 nm a mas de 1
pm y su profundidad ronda entre 50 a 400 nm. También se determiné la rugosidad media de manera

aproximada para las peliculas, esta se define como el promedio aritmético de los valores absolutos
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para las alturas con respecto al sustrato a partir de una linea horizontal de medicion y se calcula

mediante el software, ver Cuadro 9.

Cuadro 9. Rugosidad media de cada una de las muestras de CNF medida a partir de las imagenes de 5x5
pmy 1x1 pum obtenidas con el AFM.

Muestra Ra! (nm) Ra% (nm)
CNF-B 2,7+04 0,64 + 0,09
CNF-B-MF 2,6 £0,3 0,79 £ 0,07
CNF-SB 14+4 20x04
CNF-SB-MF 51 1,1+£0,2

Nota: 1. Rugosidad media medida con imagen de 5x5 pm.
2. Rugosidad media medida con imagen de 1x1 pum.

Se determind que para estas peliculas al disminuir el area de analisis en el AFM la rugosidad
media (Ra) decrece pasando de valores entre 2,6-14 nm para las imagenes de 5X5 pm a 0,63-2 nm en
las de 1x1 um. Este efecto esta asociado a que en las primeras hay una mayor presencia de
protuberancias y poros sobre la superficie lo que ocasiona que las alturas del perfil respecto de la linea
base sean mas altas. Las muestras sin blanquear presentaron un Ra mayor que sus contrapartes
blanqueadas en las imagenes 1X1 um lo cual podria estar asociado al menor diametro de las nanofibras
en estas Ultimas, que se compactan en la superficie con alturas promedio menores. Cabe resaltar que
todos los resultados obtenidos de diametro, longitud, rugosidad y dimensiones del poro son
preliminares debido a la escasez de imagenes que sean lo suficientemente representativas de toda la
matriz para poder realizar el anlisis estadistico correspondiente, el cual escapa del alcance de este

estudio por su complejidad.

Otra técnica aplicada fue la espectroscopia infrarroja con trasformada de Fourier (FTIR), utilizada
para elucidar la estructura quimica de las peliculas producidas a partir de CNF midiendo su absorcion
de la radiacion infrarroja en una un rango de longitudes de onda especifico °. ElI método recoge
primero la informacién de intensidad y angulo de incidencia de una sefial de la muestra utilizando un
interferémetro como detector, luego realiza una transformada de Fourier (algoritmo matematico) para
obtener el espectro infrarrojo 7°. Los resultados para las muestras sin blanquear se muestran en la

Figura 19 (a) y los de las blanqueadas en la Figura 19 (b).
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Figura 19. Espectroscopia FTIR de a) CNF-SB, CNF-SB-MF y PALF; y b) CNF-B, CNF-B-MF y
celulosa.

En todos ellos se observan sefiales caracteristicas que estan asociadas al componente en mayor

proporcion dentro de su composicion, la celulosa. Estan las bandas anchas a 3335 cm™' que
corresponden a grupos OH libres en las unidades de celobiosa, la absorcion del estiramiento C—H entre

2900-2800 cm™ y los picos en la region 1200-950 cm™ que se deben al estiramiento C—-O 2,

La sefial a 1734 cm™ en los espectros de las muestras sin blanquear estd asociado con el

estiramiento C=0 del grupo acetilo en las hemicelulosas o a los acidos p-cumarilicos de lignina y/o
hemicelulosa 2. Es importante indicar que esta sefial desaparecio completamente de los espectros de
las muestras blangqueadas por la ausencia de lignina y probablemente de las hemicelulosas. Como se
explico previamente, el tratamiento con hidroxido de sodio y posterior blanqueo permite una
despolimerizacién de la lignina promoviendo su remocion, a su vez el de las hemicelulosas ya que

quedan expuestas por lo que son mas sensibles a los tratamientos quimicos y mecanicos.

Los cambios estructurales que han ocurrido en la celulosa después de la oxidacion mediada por
TEMPO pueden ser evaluados con la técnica FTIR, al seguir la sefial alrededor de 1605 cm™ en los
espectros de las muestras oxidadas (CNF-SB, CNF-SB-MF, CNF-B, CNF-B-MF), cuya absorbancia es
mayor que su material de partida (PALF o celulosa) y que corresponde a la sal sédica de los grupos
carboxilato, formados durante este tratamiento quimico . Se destaca que en el espectro de celulosa la

banda mencionada es achatada ya que este material no fue oxidado por lo que no deberia tener
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transiciones importantes a este nimero de onda. Para el caso de la CNF-SB, CNF-SB-MF y la PALF
dicha sefial también puede corresponder a los anillos aromaticos presentes en la lignina, por lo tanto
el anlisis infrarrojo no es concluyente para estas muestras 2. Cabe resaltar que como se menciond

anteriormente, la oxidacién se termind de corroborar con la titulacién conductimétrica.

Una vez determinada la composicion quimica, el grado de oxidacion, la cristalinidad y las
propiedades morfoldgicas, se procedié a estudiar la estabilidad térmica y la forma en que se
descomponen las peliculas al ser expuestas a altas temperaturas mediante el analisis
termogravimétrico. Su fundamento se basa en la variacion de peso de la muestra como consecuencia
del tratamiento térmico en una atmosfera controlada, por ejemplo nitrogeno para la pirolisis 3. Debido
al proceso, se perdera masa en forma de volatiles o descomposicién y esta pérdida se medird mediante
una microbalanza ". La variacion de la temperatura se ajusta segiin un programa de temperatura
personalizado y se utilizan termometros que estan en contacto con el recipiente de la muestra para
cuantificarla ”.

Los termogramas del andlisis TGA mostraron un descenso inicial entre los 25-150 °C
correspondiente a la pérdida de humedad absorbida, ver Figura 20. En este rango también se da la
descomposicion del TEMPO alrededor de los 60 °C, ver Anexo 8, pero por la pequefia cantidad que

se agrega en la oxidacion y por su remocion con lavados de agua destilada no se espera que esté

presente.
100 \§
) ——PALF
—— PALF N i
a) %] Celulosa b) 2 s Celulosa
80 —— CNF-B-MF ——— CNF-B-MF
—— CNF-SB ——CNF-SB

Derivada, masa (%/°C)

1 /\-.“ —
0 —T T T T T | v | T T TR LI | '/I I P L
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 20. Termogramas TGA (a) y curvas DTG (b) de PALF, celulosa, CNF-B-MF y CNF-SB

La descomposicion de la PALF en diferentes etapas indica la heterogeneidad de sus componentes

gue descomponen a temperaturas distintas, ver Figura 20 (a). De hecho, como se puede observar en el
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Cuadro 10 su temperatura de degradacion inicial (192 °C), menor a las deméas muestras, se da en parte
por las hemicelulosas ya que gracias a su composicién de azlcares simples (xilosa, manosa, glucosa,
galactosa, etc) adquiere una estructura amorfa ramificada facil de degradar a bajas temperaturas y a la
lignina cuya degradacion se da lentamente desde 160 °C hasta los 900 °C 7. Su DTG dominante se
observo alrededor de los 293 °C indicativo de la pir6lisis de la celulosa que se da alrededor de los 315
°C, cabe resaltar que dicho valor se asemeja mas a su temperatura de degradacion con un 50% de
pérdida de masa (312 °C) indicando que en este punto principalmente se estaba descomponiendo
celulosa ™. Por Gltimo, su temperatura de degradacion final (367 °C) se encuentra dentro del rango en
el que se degradan las fibras celulésicas, donde pueden llevar dicho proceso hasta los 400 °C. Su
porcentaje de masa residual a 600 °C, a pesar no ser caracterizado, se cree que contiene cenizas y

lignina que no se descompuso ™.

Cuadro 10. Resultados de TGA de las muestras obtenidas en la produccion de CNF a partir del rastrojo de
pifia

Temperatura de | Temperatura de Temperatura de % de masa DTG DTG
Muestra degradacion degradacion degradacion con un 50% residual a T1 max T, max
inicial (°C) final (°C) de pérdida de masa (°C) 600 °C (cC) (cC)
PALF 192 367 312 17,47 293 -
Celulosa 241 360 325 19,65 322 -
TEMPO 59 65 62 0,54 61 -
CNF-B 219 354 316 25,52 252 312
CNF-SB 209 366 330 16,77 271 331
CNF-B-MF 222 361 326 25,83 261 321
CNF-SB-MF 227 365 324 24,48 272 317

Por su parte la celulosa obtenida present6 una temperatura de degradacion inicial (241 °C) mayor
a la PALF (192 °C) lo cual coincide con otro estudios realizados a esta fibra natural en donde al
remover parcialmente las hemicelulosas, ligninas y pectinas dicha temperatura aumenta, como lo hizo
también la temperatura de degradacion con un 50% de pérdida de masa y su DTG dominante
alcanzando valores de 325 °C y 322 °C respectivamente 4. Su porcentaje de masa residual fue de

19,65 %, ligeramente mayor al de la PALF.

Las nanofibras blanqueadas presentaron una disminucion en la temperatura de degradacion inicial
con respecto a la celulosa, para CNF-B fue de 219 °C y para CNF-B-MF de 222 °C. Ademas, aparecio
una segundo DTG dominante mostrando valores de 252 °C para la CNF-B y de 261 °C en la CNF-B-

MF. Estos cambios son resultado de la generacion de unidades de anhidroglucuronato de sodio,
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producto de la oxidacion mediada por TEMPO, que degradan a una menor temperatura al ser

térmicamente menos estables que las cadenas de celobiosa .

Las variaciones en las temperaturas de degradacion con un 50% de pérdida de masa, 316 °C para
CNF-B y 326 °C para CNF-B-MF, y el DTG dominante caracteristico de la celulosa, 312 °C para
CNF-B y 321 °C para CNF-B-MF, se pueden atribuir a una mayor cristalinidad en la CNF-B-MF que
genera una mejor compactacion al favorecer la formacion de puentes de hidrogeno en medio de las
fibras las cuales se protegen entre si y aumentan la energia requerida para su pirolisis. Se ha demostrado
que interrupciones fisicas o quimicas en las regiones cristalinas promueven un debilitamiento en la
energia de unién y por consiguiente menores temperaturas en los termogramas, esto concuerda con los

resultados obtenidos 6.

Las muestras sin blanquear presentaron una temperatura de degradacion inicial mayor a la PALF
(192 °C), para CNF-SB fue de 209 °C y para CNF-SB-MF de 227 °C, por lo que se establece que una
porcion considerable de hemicelulosas fue removida en el proceso oxidativo ya que estas son quienes
se degradan a menor temperatura. Como se menciond anteriormente la generacion de unidades de
anhidroglucuronato de sodio en las muestras de CNF sin blanquear producen un segundo DTG
dominante, mostrando valores de 271 °C para la CNF-SB y de 272 °C en la CNF-SB-MF.

El aumento considerable en la temperatura de degradacion con un 50% de pérdida de masa y la
DTG en las muestras de CNF-SB podria estar relacionado con la sefial que se observa a los 443 °C en
la Figura 20 (b). Existe la posibilidad de que este sea un subproducto de la lignina generado durante la
extraccion de las nanofibras, que al interaccionar y cubrir la celulosa alarga su degradacion
ocasionando sefiales a temperaturas mayores. Ademas, se destaca que la presencia del mismo se ve
reflejada en el porcentaje de masa residual (16,77 %) porque al degradarse genera que este disminuya.
Los resultados para CNF-SB-MF sustentan esta hipétesis ya que la elevada fuerza de cizallamiento del
microfluidizador y la alta dispersion de las fibras pudo haber removido dicho subproducto, generando
que la masa residual (24,48 %) sea similar a las demas nanofibras, cabe resaltar que se requiere de un
estudio quimico mas detallado para corroborar esta idea. En el Anexo 8 se puede verificar los

termogramas de cada una de las muestras.

Posterior a la confirmacién de que las nanofibras obtenidas iniciaban su descomposicion alrededor
de los 220 °C se procedi6 a aplicar la calorimetria diferencial de barrido. Esta técnica se basa en medir

las fluctuaciones en la transferencia de calor que ocurren durante el aumento de temperatura de la
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muestra, el intercambio energético puede generar reacciones quimicas o transiciones fisicas que se

detectan por puntos maximos o minimos presentes en los termogramas ’’.

Se estudid si las muestras obtenidas de CNF presentaban algin cambio fisico; como la transicion
vitrea, la cristalizacion en frio o la fusion. Se puede observar en la Figura 21 los picos endotérmicos
caracteristicos de la celulosa en el rango de 30-140 °C, donde que se da un proceso de deshidratacion
de la humedad atrapada en las cadenas de polisacaridos 8. Cabe resaltar que todas las muestras

presentaron dicha transicion, pero fue la Gnica presente en el rango de temperatura evaluado.

82,5°C 95°C
L9 PALF

Celulosa

CNF-SB-MF

CNF-B

Flujo de calor (mV, endo abajo)
O
-
b 4
i
=
mn

CNF-SB

1 |
L ]| LA | 1 1 717 | A | T 1 v 7 v 01 7 | D L | T I ¥ 1 ¥ 7T 7

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Temperatura (°C)

Figura 21. Termogramas (DSC) de la PALF, Celulosa, CNF-SB-MF, CNF-B-MF, CNF-B y CNF-SB.

Se ha reportado que las diferencias en los valores de la temperatura maxima del proceso de
deshidratacion se deben al peso molecular, la distribucion de tamafios de los cristalitos y la cristalinidad
de las fibras celulésicas, donde la disminucion de los dos ultimos pardmetros disminuye
considerablemente dicha temperatura . Si bien solo se midio la cristalinidad, la diferencia entre las

curvas del flujo de calor mostradas podria estar relacionadas con este efecto.
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La otra sefial caracteristica se presenta en la region de 250-400 °C y corresponde a la escision de
los enlaces glucosidicos con formacion de levoglucosa, dicho comportamiento se explica por la
reaccion de degradacion térmica que comienza en el dominio amorfo de la celulosa lo cual impide que
las zonas cristalinas pueden presentar otras transiciones y se terminan degradando antes de que ocurran
. Es de esperar que este efecto también suceda en las muestras de CNF ya que cuentan tanto con

secciones amorfas como cristalinas.

Con los anélisis realizados se demostrd que la remocion de la lignina en la PALF facilita la reaccion
de oxidacion mediante TEMPO alcanzado mayores grados de oxidacion y permitiendo una mejor
dispersidn de las nanofibras que se traduce en mayores rendimientos. Por su parte la microfluidizacién
fue un tratamiento més efectivo que la dispersion de alto rendimiento para aislar la CNF, generando
aumentos en la temperatura inicial de degradacion inicial y la cristalinidad, la tltima también se vio

favorecida por el blanqueamiento.

Las peliculas de CNF producidas poseen caracteristicas similares a las reportadas en otras hechas
a partir de pulpa de abeto noruego y de eucalipto donde al aumentar el grado de oxidacion de las fibras
mostraron mayor transparencia, menor ancho y se rompian mas facil como sucedié con la CNF-B con
grado de oxidacion del 20 % en comparacion a la CNF-B-MF con 12 % y en la CNF-SB con 15 %
contra el 9% de la CNF-SB-MF . Si bien el método utilizado para preparar las peliculas en dicho
estudio fue diferente ya que se secaron las suspensiones en placas Petri, la composicion y su estructura

se asemejan mucho al material obtenido a partir de la PALF.

Cabe destacar que la oxidacion mediada por TEMPO al generar grupos carboxilatos en la
superficie de las fibras permite modificar las peliculas con enzimas para el reconocimiento quimico o
la inmovilizacién de agentes peligrosos, convertirlas en materiales completamente hidrofobicos siendo
posible utilizarlas como protectores contra la humedad o por el contrario transformarlas en

superabsorbentes.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

La primera conclusion derivada del trabajo efectuado es que fue posible la extraccién de CNF
de los residuos de la industria pifiera mediante dos métodos distintos, donde el pretratamiento oxidativo
mediante TEMPO ayudé a promover la desestructuracién de las PALF, tanto con el dispersor de alto
rendimiento para la CNF-B y CNF-SB como con el microfluidizador para la CNF-B-MF y CNF-SB-
MF.

El andlisis por AFM permitié observar las morfologias de las nanofibras las cuales son delgadas y
alargadas, y forman peliculas al aglomerarse unas sobre otras como una red. Por su parte los analisis
por TGA, FTIR y la titulacién conductimétrica permitieron comprobar la oxidacion mediada por
TEMPO de la CNF y detectar la generacion de unidades de anhidroglucuronato, las cuales
disminuyeron la temperatura de degradacion inicial para las muestras obtenidas si se comparan con su

material de partida.

Las nanofibras exhibieron un aumento en la estabilidad térmica, con DTG maximos
correspondientes a la descomposicion de celulosa mayores en comparacion con los aproximados para
la PALF. Ademas, la calorimetria diferencial de barrido demostrd que sus transiciones térmicas deben
ocurrir por encima de los 220 °C con el inconveniente de que en este rango las muestras inician su

degradacion por lo que no pudieron ser detectadas.

El método utilizando el microfluidizador mejord la eficiencia de extraccion para la CNF
utilizando PALF como material de partida. Los porcentajes de extraccidn en base seca fueron mayores
en la CNF-SB-MF y la CNF-B-MF que en su contraparte sin miclofluidizar CNF-SB y CNF-B. Cabe
resaltar que dicho resultado también confirmé que el proceso de blanqueo, el cual se pudo verificar

mediante FTIR al desaparecer las sefiales de la lignina, aumenta la extraccion de las nanofibras.

Como era de esperar, para todas las muestras la carga superficial medida mediante el Z-potencial
fue negativa, en un rango de -30,7 a -44,3, por estar relacionada con la formacion de grupos

carboxilatos (mmol/g).
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Por medio de la difraccion de rayos X se demostrd que la oxidacion mediada por TEMPO puede
disminuir la cristalinidad mientras que la microfluidizacion mas bien aumenta esta propiedad al

remover parte de las regiones amorfas.

Se logré la produccién de peliculas de nanofibras de celulosa, para las muestras CNF-B, CNF-B-
MF y CNF-SB-MF mostrando gramajes en el rango de 74-117 g/m?. En el caso de la de la CNF-SB el
material obtenido no fue el deseado ya que tendia a resquebrajarse.

Las muestras de CNF-B, CNF-SB-MF y CNF-B-MF al poseer indices de cristalinidad superiores
al 50 %, didmetros de apenas unos cuantos nanémetros, longitudes de un micrometro o mayores y
temperaturas de degradacion inicial de alrededor de 220 °C tienen un alto potencial para ser utilizadas

como agentes de refuerzo en nanocompositos.

6.2 Recomendaciones

Se podria buscar la optimizacion de las propiedades de las nanofibras al establecer un balance entre
el grado de oxidacion y los pases a través del microfluidizador, ya que se observé que ambos factores
no afectan en el mismo sentido algunas de ellas como lo son cristalinidad y la temperatura de

degradacion.

El rendimiento en la extraccion de la CNF a partir de PALF se puede mejorar al aumentar la
cantidad de pases a través del microfluidizador por lo que se recomienda utilizar esta condicion en

busca de establecer un proceso mas eficiente, el cual podria mejorar las propiedades obtenidas.

La carga superficial de la CNF fue lo suficientemente grande como para estabilizarlas en
suspensiones acuosas durante semanas y generar una dispersion adecuada por repulsion electrostatica.
Esta propiedad podria ser aprovechada para generar compositos con una alta homogeneidad con

aplicacion como modificadores reoldgicos en la industria de pinturas o la extraccion de petréleo.

La hornificacién puede ser utilizada para moler eficientemente las fibras, con el fin de que el
tratamiento con el microfluidizador sea mas efectivo. Es importante tener en consideracion que las
propiedades finales podrian verse afectadas por lo que se recomienda estudiar si la oxidacién mediada

por TEMPO u otro pretratamiento logra contrarrestar eficientemente este factor.
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Se recomienda utilizar una bomba de alto vacio o suspensiones con bajo volumen y alta
consistencia de CNF en la preparacién de peliculas a partir del método utilizado con el fin de disminuir
los tiempos de filtrado, ya que conforme avanza el proceso el gramaje de la membrana también lo hace
disminuyendo su permeabilidad. Ademas, para mejorar las propiedades fisicas de la pelicula de CNF-
SB se podria aumentar la cantidad de muestra durante el proceso de filtrado o cambiar el método de

produccion.

Para una mejor propuesta de uso de las peliculas de CNF obtenidas faltaron ciertos analisis ya que
si se desean utilizar como aislante para capacitores faltaria medir su resistencia eléctrica y para material

de empaque se debe medir sus propiedades mecanicas y de barrera ante aire, oxigeno y agua.
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ANEXOS

Anexo 1. Determinacion del porcentaje de solidos del rastrojo de pifia y de la celulosa extraida.

Cuadro 11. Determinacion del porcentaje de solidos del rastrojo de pifia.

Parametro Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Masa de crisol (g) (+ 0,0002) 18,5021 18,8050 18,5346

Masa crisol + muestra (g) (+ 0,0002) 20,1880 20,5680 19,8473
Masa inicial (g) (£ 0,0003) 1,6859 1,7630 1,3127

Masa del crisol + Masa final (g) (= 0,0002) 18.9126 19,2345 18,8538
Masa final (g) (+ 0,0003) 0,4105 0,4295 0,3192
% de Solidos (+ 0,02) 24,35 24,36 24,32

Promedio del % de Solidos (+ 0,0004) 24,34

Cuadro 12. Determinacién del porcentaje de sélidos de la celulosa extraida a partir de PALF.

Parametro Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Masa de crisol (g) (£ 0,0002) 18,6987 18,7024 18,3548

Masa crisol + muestra (g) (£ 0,0002) 20,1816 20,0334 19,6200
Masa inicial (g) (£ 0,0003) 1,4829 1,3310 1,2652

Masa del crisol + Masa final (g) (£ 0,0002) 18,9775 18,9432 18,5835
Masa final (g) (+ 0,0003) 0,2788 0,2408 0,2287
% de Solidos (£ 0,02) 18,80 18,09 18,08

Promedio del % de Solidos (+ 0,0004) 18,32

Anexo 2. Determinacion del porcentaje de solidos en los precipitados obtenidos en la produccién
de CNF blangueada (CNF-B/CNF-B-MF) y de la CNF sin blanquear (CNF-SB/CNF-SB-MF) con
oxidacion mediada por TEMPO y tratamientos con el dispersor de alto rendimiento.

Cuadro 13. Determinacion del porcentaje de solidos en los precipitados obtenidos en la produccién de CNF
blangueada (CNF-B) y de la CNF sin blanquear (CNF-SB) oxidadas por TEMPO y homogeneizadas con el

Ultra-Turrax ®.

Parametro CNF-B CNF-SB
Ensayol | Ensayo2 | Ensayo3 | Ensayol | Ensayo2 | Ensayo 3
Masa de crisol (g)
(+ 0,0002) 18,2125 18,1982 17,9879 18,5021 18,8050 18,5346
Masa crisol + muestra
(9) (+ 0,0002) 20,2966 20,2904 20,0619 19,9836 20,3690 20,1015
Masa inicial (g)
(+ 0,0003) 2,0541 2,0922 2,0740 1,4815 1,5640 1,5669
Masa del crisol + Masa
final (g) (+ 0,0002) 18,3095 18,2993 18,0871 18,6122 18,9309 18,6559
Mas"’(‘)f(')ge(‘)';)g) (= 0,0970 0,1011 0,0992 0,1101 0,1259 0,1213
% de Solidos (£ 0,02) 4,72 4,83 4,78 7,43 8,05 7,74
Promedio del
% de Solidos (= 0,0004) 4,78 7,74
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Cuadro 14. Determinacion del porcentaje de solidos en los precipitados obtenidos en la produccién de CNF

blangueada (CNF-SB-MF) y de la CNF sin blangquear (CNF-SB-MF) oxidadas con TEMPO y homogeneizadas
mediante el microfluidizador.

Parametro CNF-B-MF CNF-SB-MF
Ensayol | Ensayo?2 | Ensayo3 | Ensayol | Ensayo?2 | Ensayo 3
Masa de crisol (g)
(+ 0.0002) 18,2130 18,1990 17,9882 18,6985 18,7014 18,3529
Masa crisol + muestra
(9)
(£ 0,0002) 20,3074 20,0804 19,8807 20,3770 20,5003 20,0916
Masa inicial (g)
(£ 0,0003) 2,0944 1,8814 1,8925 1,6785 1,7989 1,7387
Masa del crisol + Masa
final (g) (2 0,0002) 18,3678 18,3371 18,1277 18,7601 18,7617 18,4200
Mas%fc')gfgg()g) (* 0,1548 0,1381 0,1395 0,0616 0,0603 0,0671
% de Solidos (+ 0,02) 7,39 7,34 7,37 3,67 3,35 3,86
Promedio del
% de Solidos (+ 0,0004) 7,37 3,63

Anexo 3. Determinacion del porcentaje de solidos en los sobrenadantes obtenidos en la

produccién de CNF blanqueada (CNF-B/CNF-B-MF) y de la CNF sin blanquear (CNF-SB/CNF-SB-
MF) con oxidacién mediada por TEMPO y tratamientos mecanicos.

Cuadro 15. Determinacién del porcentaje de sélidos en los sobrenadantes obtenidos en la produccion de
CNF blangueada (CNF-B) y de la CNF sin blanquear (CNF-SB) oxidadas por TEMPO y homogeneizadas con

el Ultra-Turrax ®.

Parametro CNF-B CNF-SB
Ensayol | Ensayo2 | Ensayo3 | Ensayol | Ensayo2 | Ensayo 3
Masa de crisol (g)
(+ 0,0002) 18,2125 18,1982 17,9879 18,5021 18,8050 18,5346
Masa crisol + muestra
(¢)] 20,1380 20,1179 19,9368 20,4318 20,7252 20,4933
(£ 0,0002)
Masa inicial (g)
(+ 0,0003) 1,8955 1,9197 1,9489 1,9297 1,9202 1,9587
Masa del crisol + Masa
final (g) (+ 0,0002) 18,2445 18,2002 17,9899 18,5037 18,8065 18,5362
Mas"’(‘)f(')g*(‘)';)g) & 0,0020 0,0020 0,0020 0,0016 0,0015 0,0016
% de Solidos (+ 0,0004) 0,1055 0,1042 0,1026 0,0829 0,0781 0,0817
Promedio del
% de Solidos (+ 0,0004) 0,1041 0,0809
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Cuadro 16. Determinacion del porcentaje de sélidos en los sobrenadantes obtenidos en la produccion de
CNF blanqueada (CNF-B-MF) y de la CNF sin blanquear (CNF-SB-MF) oxidadas con TEMPO vy
homogeneizadas mediante el microfluidizador.

Pardmetro CNF-B-MF CNF-SB-MF
Ensayol | Ensayo? | Ensayo 3 | Ensayol | Ensayo 2 | Ensayo 3
Masa de crisol (g)
(2 0,0002) 18,2130 18,1990 | 17,9882 18,6985 | 18,7014 | 18,3529
Masa crisol + muestra (g)
(% 0,0002) 20,2208 20,3531 | 20,0629 20,7438 | 20,7049 | 20,4629
Masa inicial ()
(+ 0,0003) 2,0078 2,1541 2,0747 2,0453 2,0035 2,1100
Masa del crisol + Masa
final (g) ( 0,0002) 18,2365 18,2237 | 18,0111 18,7032 18,7062 | 18,3575
Masa final (g) (+ 0,0003) | 0,0235 0,0247 0,0229 0,0047 0,0048 0,0046
% de Solidos (+ 0,0004) | 1,1701 1,1463 1,1058 0,2277 0,2412 0,2195
Promedio del 11407 02295

% de Solidos (£ 0,0004)

Anexo 4. Valoracion conductimétrica para determinar el contenido de carboxilatos en las

muestras de PALF.
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Figura 22. Titulaciones conductimétricas del contenido de carboxilatos en las muestras de PALF.
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Anexo 5. Valoracion conductimétrica para determinar el contenido de carboxilatos y aldehidos
en las muestras de CNF-B, CNF-SB, CNF-B-MF Y CNF-SB-MF.
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Figura 23. Titulaciones conductimétricas del contenido de carboxilatos en las muestras de a) CNF-B, b)

CNF-SB, ¢) CNF-B-MF y d) CNF-SB-MF.
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Figura 24. Titulaciones conductimétricas del contenido de aldehidos en las muestras de a) CNF-B, b) CNF-
SB, ¢) CNF-B-MF y d) CNF-SB-MF.

Anexo 6. Imagenes de 5x5 um en 2D obtenidas por AFM con el modo no contacto para las
suspensiones de: a) CNF-B y b) CNF-SB.
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Figura 25. Imagenes de 5x5 um en 2D obtenidas por AFM con el modo no contacto para las suspensiones
de: a) CNF-B y b) CNF-SB.
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Anexo 7. Iméagenes en 2D obtenidas por AFM con el modo no contacto para las peliculas de: a)
5X5 pm CNF-B, b) 1X1 um CNF-B, c) 5X5 um CNF-SB, d) 1X1 um CNF-SB, €) 5X5 um CNF-
SB-MF y f) 1X1 um CNF-SB-MF.
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Figura 26. Imagenes en 2D obtenidas por AFM con el modo no contacto para las peliculas de: a) 5X5 pum
CNF-B, b) 1X1 pum CNF-B, c) 5X5 pm CNF-SB, d) 1X1 pm CNF-SB, e) 5X5 pm CNF-SB-MF y f) 1X1 pm
CNF-SB-MF.
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Anexo 8. Termogramas TGA y curvas DTG obtenidos para la celulosa, TEMPO, CNF-B-MF,
CNF-B, PALF, CNF-SB-MF y CNF-SB.
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Figura 27. Termogramas TGA (a) y curvas DTG (b) de celulosa, TEMPO, CNF-B-MF y CNF-B.
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Figura 28. Termogramas TGA (a) y curvas DTG (b) de PALF, TEMPO, CNF-SB-MF y CNF-SB.
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Anexo 9. Difractogramas de rayos X de las muestras obtenidas de PALF, CNF-SB, CNF-SB-
MF, celulosa, CNF-B y CNF-B-MF.
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Figura 29. Difractogramas de rayos X de las muestras obtenidas de a) PALF, CNF-SB, CNF-SB-MF y b)
celulosa, CNF-B y CNF-B-MF.
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