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1. Introduccion

El bagazo de la cafia de aztcar (BCA) es un residuo que se genera en altas proporciones
en la industria azucarera y panelera, el cual contiene una cantidad apreciable de celulosa que
puede ser separada de otras sustancias entre las cuales se encuentran principalmente la
lignina y la hemicelulosa (Walford, 2008). Las fibras naturales han Ilamado mucho la
atencion de los investigadores porgue son econémicas, abundantes, biodegradables,
renovables, fuertes y ligeras en peso (Ochica, 2015). Las fibras de celulosa son valiosas en
una amplia gama de campos, como la filtracion, industria polimérica y aplicaciones
biomédicas (Awal., et al., 2009). Llegada la nanotecnologia, la celulosa se comenzé a
estudiar a esta escala y muchos estudios se estan realizando debido a sus caracteristicas
unicas, como la gran relacién de superficie a volumen y buenas propiedades termomecanicas
incluyendo alta resistencia a la tension, alto modulo de Young y bajo coeficiente de
expansion térmica (Nishino., et al., 2004). Este presente estudio es un tipo de investigacion
descriptivo exploratorio, ya que permite emplear los desechos del bagazo de cafia de azlcar
obteniendo de alli un polimero de gran importancia a escala industrial, evaluando su
potencial de biodegradabilidad quimica y enzimatica en algunos tipos de plasticos,
recientemente se han llevado a cabo numerosos métodos para obtener micro y nano celulosa
a partir de materiales celulésicos, los métodos comunmente utilizados son la hidrélisis
enzimatica y la hidrdlisis &cida (&cido sulfarico, H2SO4 0 &cido clorhidrico, HCI). Dentro de
los métodos mecanicos los mas utilizados han sido; homogeneizacion a alta cizalladura, la
molienda, homogenizacion a alta presién, microfluidizacién y sonicacion (Khatri, Z., et al.,

2013).
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Las necesidades cada vez mas exigentes de los usuarios son los que llevan a la
busqueda y desarrollo de nuevas potencialidades en el mercado mundial, por lo que en los
ultimos afios se le ha dado importancia al uso de fibras vegetales empleando la
nanotecnologia, y asi reemplazar en algunas aplicaciones industriales las fibras sintéticas que

en muchas ocasiones son grandes contaminantes (Grigoriou, 2000).

La celulosa es un polisacérido natural que consta de unidades de D-glucosa enlazadas
por uniones de 1,4’-B-D glicosidicas, formando un polimero lineal que presenta un
ordenamiento estructural en el que sus hidroxilos generan fuertes uniones intramoleculares
adquiriendo propiedades cristalinas (Hepworth, 2000; Maya, 2008 citado de Lopez et al.,
2016). Las materias primas fibrosas deben reunir determinados requisitos de indole técnicay
econdmica. Entre los requisitos técnicos, los mas importantes radican en la composicion
quimica del material, su reactividad frente a los agentes de pulpeo y sus propiedades
anatomicas y morfoldgicas (Aguilar, 2007). EI BCA, ademés de satisfacer dichos
requerimientos se encuentra disponible en grandes cantidades concentradas en los ingenios
azucareros; su manipulacion, transporte y almacenamiento disminuyen los riesgos de
inversion y lo hacen un material atractivo, en comparacion con otras fuentes de materias
primas lignocelulésicas. Por lo tanto, constituye un medio para aprovechar este importante
desecho de la industria azucarera, ya que, por una tonelada de aztcar refinada, se producen
dos toneladas de BCA, desecho agroindustrial susceptible de ser transformado (LoOpez et al.,

2016).
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Debido a que en el departamento de Norte de Santander existen cultivos de cafia de azlcar,
donde el aprovechamiento del BCA es minimo, por tal motivo este trabajo se enfoco en
implementar nuevas alternativas de obtener materiales poliméricos biodegradables como la
nanocelulosa, estudiando mecanismos idoneos para su obtencion ya sea por medio de
tratamientos quimicos, mecanicos y enzimaticos, lo cual contribuira a la obtencién de materiales
poliméricos a partir de fuentes naturales y con potencial de aplicacion en la industria de

empagques.
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1.1. Delimitacion del ejercicio de investigacion

1.2. Planteamiento del problema

Los residuos agricolas de los cultivos como el café, el cacao, el maiz, la papa, el pseudotallo
de banano y el BCA, no son aprovechados en su totalidad por lo que ocasionan un impacto
negativo que conlleva a una serie de problematicas relacionadas con aspectos medioambientales
(Alcivar, 2011, citado por Aroca & Estrada, 2015), ya que estos residuos son descartados o
incinerados por los agricultores (Aroca & Estrada). Los polimeros no biodegradables presentan
desventajas, ya que estos se convierten rapidamente en residuos debido a que cuentan con una
vida util relativamente pequefia en comparacion a otro tipo de materiales. Estos a su vez poseen
una alta resistencia a la degradacion, lo que genera un problema ecoldgico de prioritaria
importancia, ya que en la mayoria de los casos terminan siendo acumulados, arrojados a los rios
0 mares o incinerados. Esto ha causado una gran contaminacion ambiental y una gran

preocupacion de las autoridades gubernamentales de Colombia y el mundo.

Como ya se menciond, las fibras naturales poseen la ventaja de ser biodegradables, lo cual
ha aumentado el interés de estos materiales para ser utilizados en diversas aplicaciones o servir
como materia prima para la preparacion de materiales ambientalmente amigables, tal como
ocurre con el BCA. Este material es un residuo abundante producido en la industria productora
de azucar y alcohol, en el caso de Colombia en la produccion de panela, el BCA se utiliza

principalmente como combustible para alimentar los molinos de azlcar, este proceso es muy
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nocivo para el medio ambiente, ya que se producen gases de efecto invernadero y ademas se
incrementa la huella del carbono, lo cual afecta el medio ambiente (Sun et al., 2004, citado por
Ochica, 2015). Varios procesos y productos se han reportado que utilizan BCA como materia
prima. Estos incluyen la generacion de electricidad, la produccion de pulpa y papel, y productos

a base de la fermentacion (Pandey et al., 2000 citado por Ochica).

La humanidad genera grandes volumenes de residuos y crea uno de los mayores problemas
del planeta. A partir de la década de los 70°s surgieron nuevas normativas basadas
principalmente en el reciclado y reutilizacion de los materiales (L6opez et al., 2016). Debido a
esto, a nivel internacional como es el caso de México, el bagazo del tallo de la cafia de azUcar es
considerado como un residuo fibroso que se obtiene de la extraccion del jugo y su produccion
mundial es de 234 millones de toneladas anuales, de las cuales solo el 50% es usado en los
ingenios como combustible para las calderas (Liu et al., 2008 citado por L6pez et al.). Segun lo
anterior el uso principal de dichos residuos genera gran contaminacion, pues la mayoria de los
ingenios para alcanzar el poder calorifico que requiere la combustion incluyen en el proceso
quema de combustoleo o llantas, lo que genera una mayor liberacion de gases contaminantes

como el bioxido de carbono afectando el medio ambiente (Lépez et al.).

Por lo tanto, se busca emplear nuevas alternativas de sustitucion de los polimeros no
biodegradables por los biodegradables como es el caso de la nanocelulosa, para evitar o reducir
el dafio que se esta causando al medio ambiente (Pulido et al., 2016). A nivel nacional se

encuentran problematicas relacionadas con la fabricacién y eliminacion de las fibras sintéticas
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tradicionales como se observo en un caso en Medellin, las cuales han sido empleadas para el
reforzamiento de materiales termoplasticos (generalmente hechas de vidrio, carbono o fibras de
aramida), generando bastantes problemas ambientales debido a su baja biodegradabilidad.
Motivo por el cual se acentla cada vez mas el uso de fibras naturales biodegradables, las cuales
presentan un bajo aporte de energia para su produccion, baja densidad y una alta resistencia

especifica. (Catafio, 2009).

Por otro lado, en el departamento Norte de Santander existen diversos cultivos de cafia de
azucar, donde el BCA no se estd empleando a nivel industrial en la preparacion de nanocelulosa
y este material esté siendo incinerado, ya que por una tonelada que se obtiene de azucar refinada
se producen dos toneladas de BCA, lo cual esta causando un incremento de la contaminacion por
la produccion de gases de efecto invernadero (Lopez et al., 2016). Ademas, Varios factores han
afectado al sector productivo de la cafia de azlcar en Norte de Santander, como lo es la falta de
voluntad de los organismos oficiales para llevar a cabo un plan de recuperaciéon inmediata del
circuito productivo, la disminucién de areas sembradas debido a las deudas que tienen el Central
Azucarero del Téachira (Cazta) con productores notesantandereanos, y la demora en la
elaboracion de un plan integral para buscar alternativas de comercializacion de la materia prima

(La opinidn, 2015).

Estas problematicas hacen que se estudien nuevas alternativas con el fin de mejorar su
produccién como lo es la reutilizacién del BCA que es descartado por los agricultores, de

acuerdo a esto es importante emplearlos como una nueva entrada a la etapa de produccion como
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la obtencion de materiales poliméricos biodegradables estudiando asi su potencial de aplicacion

en las diversas industrias.

1.2.1. Formulacion del problema

¢Cudles son las técnicas que se han reportado para obtener nanocelulosa mediante hidrolisis

acida y enzimaética a partir del bagazo de cafia de aztcar?

¢Cuales han sido los métodos maés eficientes que se han reportado para la preparacion de

nanocelulosa?
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1.3. Justificacion

En la industria azucarera, las materias primas son sometidas a procesos de adecuacion o
transformacion para darle valor agregado, mediante la implementacién de operaciones unitarias
para facilitar su consumo; generando una de las principales probleméticas ambientales en nuestro
medio, la alta produccién de residuos. En algunos casos estos residuos son tratados; hasta
reducir el impacto negativo que su emision, vertimiento o disposicién pudiera generar;
convirtiéndolos en un producto Util y de mayor valor agregado que solucione una problematica y

genere ingresos econdémicos adicionales (Cury et al., 2017).

En Colombia hay quince ingenios, que siembran aproximadamente 232,070 hectareas en cafia
de azdcar (Saccharum officinarum L.) con una produccion de 169,37 t/ha de cafia (ASOCANA,
2015); cuyo destino es la produccién de azlcar y alcohol carburante. Ingenios RIOPAILA-
CASTILLA (2011), producen aproximadamente 1,056,618 t de BCA y 211,648 t de cachaza al
afio; por cada tonelada de tallos que ingresan al proceso de transformacion agroindustrial, se
generan 250 kg de BCA, 30 kg de cachaza, 6 kg de cenizas y 45 kg de melaza; ademas, por cada
litro de alcohol anhidro producido a partir de la meladura se generan entre 13-15L de vinaza

(Cuellar et al., 2002 citado por Cury et al., 2017).

Segun la Politica Nacional de Produccion y Consumo Sostenible (CONPES, 2016), ha
permitido identificar sectores estratégicos como lo es el sector agroindustrial el cual maneja

diversidad de materias primas en especial el aztcar con un potencial alto de exportacion y
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optimizacion, de tal manera que se promueva el desarrollo de este sector para que tenga un

mayor alcance en cuanto a su contribucién a la sostenibilidad.

Debido a que la industria del plastico (no biodegradable) est4 en constante crecimiento y que
la produccion mundial de este material incremento entre el 2015 y 2016 de 322 a 335 millones
de toneladas en 2016, y en Europa de 58 a 60 millones de toneladas (PlasticsEurope, 2017), y
que este es un material Gtil que se ha incorporado en la vida cotidiana, es necesario realizar la
busqueda de nuevas tecnologias que permitan obtener los polimeros de una fuente natural que no
represente peligro para la biodiversidad del planeta y que sean biodegradables. Por lo tanto,
surge la idea de buscar informacion sobre la extraccion de la celulosa presente en el BCA para la
elaboracion de empaques que cumplan la misma funcion de los pléasticos sintéticos, pero que
sean biocompatibles con el medio ambiente y biodegradables, para que se reduzca el riesgo de

alterar los ecosistemas y la afectacion de la biodiversidad.

En un futuro las reservas de petréleo disminuiran y la produccién de plastico no
biodegradable se reducird, por lo tanto, es importante buscar otras fuentes para obtener plasticos

biodegradables a partir de fuentes renovables.

Por otra parte, de acuerdo a nuestra revision de la literatura (Scopus, Web of Science,
Elsevier, Springer, American Chemical Society, Taylor and Francis, researchgate, SAGE, etc.)
hay muy pocos reportes en la literatura sobre estudios comparativos de los métodos reportados

para la obtencidn de nanocelulosa por hidrélisis acida y enzimatica y las propiedades
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estructurales, térmicas, reoldgicas, morfoldgicas y de biodegradabilidad de los materiales

obtenidos. Por lo tanto, este estudio permitird incrementar el estado del arte en este tdpico.

La cafia de azUcar se utiliza preferentemente para la produccion de azdcar, adicionalmente se
puede emplear como fuente de materias primas para una amplia gama de derivados, algunos de
los cuales constituyen alternativas de sustitucion de otros productos con impacto ecolédgico
adverso (cemento, papel obtenido a partir de pulpa de madera, etc). Los residuos y subproductos
de esta industria, especialmente los mostos de las destilerias contienen una gran cantidad de
nutrientes organicos e inorganicos que permiten su reciclaje en forma de abono, alimento animal,

etc (Benavides, 2014).

En nuestra region y en nuestro pais tenemos una alta dependencia cientifica y tecnoldgica, que
ha limitado e impedido desarrollar la nuestra. No se ha implementado adecuadamente el
conocimiento cientifico y no se ha adaptado para el desarrollo de nuestra region, ni existe una
organizacion para el descubrimiento, adaptacion, desarrollo y transferencia de esas tecnologias.
Es por ello que se debe dar los pasos para encontrar nueva informacién de aplicaciones a los
conocimientos basicos y desarrollarlos de manera interdisciplinar para que los lapsos de tiempo

entre el desarrollo del conocimiento y la aplicacion de los mismos sean mas cortos.

Teniendo en cuenta los buenos resultados que se han obtenido al implementar nanofibras de
origen vegetal en aplicaciones industriales y la diversidad de las plantas no lefiosas disponibles

como productos secundarios en la agricultura de nuestro pais, en este trabajo se busca indagar
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sobre el aislamiento de nanofibras de celulosa a partir de residuos agroindustriales de la cafia de
azucar, los cuales presentan altos contenidos de celulosa, 42.7%. En el caso de que se
aprovechen materiales lignocelul6sicos de origen residual se consigue un doble efecto: el
beneficio ecologico, al eliminar una fuente de contaminacion, y el factor econémico, al

proporcionarle un valor agregado al BCA (Espitia, 2010).

El proceso de busqueda de informacidn permitira incrementar la experiencia en el manejo de
base de datos de las estudiantes que participan en el mismo. Ademas, posiblemente se pueda
incrementar el interés hacia este tipo de materiales, ya que la nanocelulosa puede ser usada como
un reemplazante de polimeros derivados de fuentes petroquimicas, los cuales no son
biodegradables y que contintian siendo empleados abundantemente en la fabricacion de articulos

a en Europa y Estados Unidos, pero que ha sido poco explorado en nuestro pais.



26

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Realizar un estudio comparativo de los métodos de la obtencion de nanocelulosa mediante

hidrolisis &cida y enzimatica utilizando como residuo agroindustrial el BCA.

1.4.2. Objetivos especificos

Describir algunos de los métodos de hidrolisis &cida y enzimatica empleados para la

produccion de la nanocelulosa a partir del BCA.

Comparar las propiedades estructurales, térmicas, reoldgicas morfoldgicas y mecanicas que

han obtenido diversos autores.
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2. Marco referencial

2.1. Antecedentes

Coelho, K., Cornelis, H., Milanese, C., Ornaghi, H. (2016). Brasil. Realizaron estudios acerca
de: “Caracterizacion de una nueva fibra lignocelulésica de Brasil, Imperata brasiliensis (satintail
brasilefia) como fuente alternativa para la extraccion de nanocelulosa” Esta investigacion tuvo
como objetivo determinar las propiedades quimicas, fisicas y térmicas de una nueva fibra
lignocelul6sica de Brasil (Imperata brasiliensis), la cual fue caracterizada por analisis de
microscopia de barrido electronico (SEM), composicion quimica, difraccion de rayos X (DRX),
infrarrojo de transformadas de Fourier (FTIR) y analisis termogravimétrico (TGA). Se analizaron
las fibras con el objetivo de comparar las propiedades con otras fibras lignocelulosicas utilizadas
como fuente de extraccion de nanocelulosa. El analisis de SEM demostré que el tamarfio de las
fibras fue entre 25 y 500 pum, mientras que una fibra Unica tuvo un didmetro de 5 um. La
composicién gquimica mostro la presencia de 37,7% de celulosa, 35% de hemicelulosa y 14,3%
de lignina. Finalmente, fue posible concluir que las fibras obtenidas de Imperata brasiliensis son
adecuadas para ser utilizadas como un recurso para la obtencion de nanocelulosa, ya que

presentaron casi las mismas propiedades de otras fibras lignocelul6sicas reportadas.

Gaoxiang., Peng, F., Xiong, L., Xiaoqging, L., Chao, H., Hailong, L., Xuefan, C., Xinde, C.
(2017). Cornell University Library en China, el cual se fundamento6 en: “Extraccion y
caracterizacion de la cera del BCA vy la hidrdlisis enzimatica del BCA desparafinado”. La

extraccion de productos de alto valor a partir de desechos agricolas es un componente importante
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para el desarrollo sostenible de la bioeconomia. En este estudio, la extraccion de cera de la cafia
de azucar se llevo a cabo a partir del BCA y se determino el efecto beneficioso del tratamiento
previo de desparafinado en donde se investigo la hidrolisis enzimatica a partir de un coctel de
enzima compuesto por Celulosa y Xilanasa. Se obtuvo un 1,2% (p/p) de cera de cafia de azucar
cruda. El estudio mostro que la cera bruta de cafia de azlcar consistia en fracciones grasas
(&cidos grasos, aldehidos, hidrocarburos y ésteres) y una pequefia cantidad de derivados de

lignina.

Pulido, E., Morales, B., Zamunido, M., Lugo, F. (2016). Realizaron un estudio relacionado con:
“Obtencidn y caracterizacion de nanocelulosa a partir de tule (Typha domingensis) ”” En esta
investigacion, la celulosa fue aislada usando como fuente el Tule (Typha domingensis). Algunos
componentes presentes en la celulosa inicial, como la lignina residual, hemicelulosa, ceras y
otros compuestos fueron removidos usando una mezcla tolueno/etanol y después se realizo un
proceso de blanqueamiento con hipoclorito de sodio (NaClO). Después, la suspensién fue diluida
con agua desionizada para detener la reaccién y la separacion completa de las fibras de
nanocelulosa fue obtenida por ultrasonicacion. Las fibras de nanocelulosa fueron caracterizadas

por analisis de DRX, FTIR y SEM.

Aroca, M., Estrada, P. (2015). Realizaron un trabajo titulado: “Estudio comparativo de la
celulosa obtenida a partir del pseudotallo de banano con la obtenida de BCA, empleando la
misma metodologia” Este proyecto analiz0 las condiciones de hidrolisis &cida — basica para

extraer la mayor cantidad de celulosa del pseudotallo de banano y de BCA, mediante un
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tratamiento previo a la hidrolisis, con hidroxido de sodio (NaOH) para disminuir el contenido de
lignina en sus fibras. Una vez realizada la experimentacion se llevo a cabo la caracterizacion
quimica de las muestras de celulosa, utilizando la técnica de FTIR, lo que permitié comprobar
que la celulosa extraida del pseudotallo de banano tiene mayor semejanza a la celulosa patron

que la obtenida a partir del BCA.

Romero, P., Marfisi, S., Oliveros, P., Rojas, B., Pefia, G. (2014). De la Universidad de Oriente
en Barcelona, Venezuela, El cual tuvo como finalidad: “Obtencion de celulosa microcristalina
utilizando como fuente los desechos agricolas del cambur (Musa sapientum). Se estudid la
obtencion de celulosa microcristalina a partir del pseudotallo y pinzote de la planta de cambur
(Musa sapientum), empleando un procedimiento experimental que consistié en varias etapas: a)
Preacondicionamiento de las fibras del pseudotallo y pinzote; b) Extraccion soxhlet con tolueno-
etanol, c) Lavado con agua caliente; d) Tratamiento con solucion acida de acido acético
(CH3COOH) al 80% m/my con éacido nitrico (HNO3) al 65% p/p a 110 y 120°C; e) Tratamiento
con solucidn alcalina (NaOH e hidréxido de potasio (KOH) al 10 y 20% p/p), f) Lavado, filtrado
y secado; g) Molienda y tamizado. Las muestras obtenidas se caracterizaron mediante analisis de
SEM, espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) y FTIR. En las micrografias se
observaron particulas fibrosas de forma irregular, semejantes a la morfologia de la celulosa
comercial Avicel utilizada como referencia. En el analisis EDS se identificaron los elementos
Na, Zny K en mayor proporcion, seguido de los elementos P y S. Los espectros FTIR no
reflejaron picos de absorcion correspondientes a la lignina cuando la microcelulosa provenia del

pseudotallo tratado a 110°C en medio acido, igualmente para el pinzote a 120°C.
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Luciano, M., Goncalvez, F., Rau, M., Silva, L., Souza, L., Ferreira, E., Adreaus, J. (2014).
Universidad Regional de Blumenau, (Brasil). Investigaron sobre: “Hidrolisis del BCA con
preparaciones enzimaticas de Acrophialophora nainiana cultivadas en diferentes fuentes de
carbono”. El hongo filamentoso Acrophialophora nainiana, aislado de una fuente termal en
Brasil, se cultivé en cultivo liquido en diferentes fuentes de carbono celuldsicas y
lignocelulosicas durante siete dias y los extractos de enzimas se caracterizaron con respecto a su
perfil de actividad de carbohidrasa. Los extractos de enzimas obtenidos del cultivo de
Acrophialophora nainiana en celulosa, residuos de algodon, BCA y tallo de banano se usaron en
la hidrdlisis de BCA sin tratar, pretratado con explosion de vapor y con acido dinitrobenzoico
(DNS) explosion de vapor catalizada. El perfil de actividad de carbohidrasa de las preparaciones

enzimaticas vario significativamente con la fuente de carbono utilizada.

Ferrer, Y., Rodriguez, M., Alvarez, M., Dustet, J., Duque, A., Ibafiez, M., Tortold, K. (2011).
Los cuales llevaron a cabo estudios realizados en el instituto Cubano de Investigaciones sobre los
derivados de la cafia de azucar acerca de: “Seleccion de hongos aislados de BCA con actividad
sobre celulosa cristalina para posibles aplicaciones industriales”. A partir del bagazo, se aislaron
varios hongos filamentosos con capacidad de degradacion de la celulosa cristalina, para ello se
disefi6 un medio selectivo de celulosa agar. Del total de aislados, solo 9 microorganismos
mostraron un halo definido de degradacion de celulosa. Se determind el coeficiente de
degradacion de celulosa cristalina a través de la medicion del halo formado por las colonias, y se
pre-seleccionaron 5 aislados. Posteriormente, se eligieron los tres mejores productores del

complejo celulasa mediante una fermentacion sumergida por determinacion de la actividad sobre
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papel filtro. Se realiz6 una fermentacion en estado solido sobre bagazo pretratado para aumentar

la actividad celulasa.

Ochica, A. (2015). Estudios realizados en la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de
Colombia en Tunja fueron basados acerca de: “obtencion de nanofibras de celulosa cationica a
partir del BCA y tefiidas con colorante reactivo anidnico para la aplicacion textil”. La finalidad
este estudio fue conocer los parametros de metodologia idéneos en el electrohilado para obtener

nanofibras de celulosa mas delgadas y con menos defectos.

Espitia, H. (2010). Realiz6 estudios en la Universidad Nacional de Colombia sobre:
“aislamiento de nanofibras de celulosa a partir de residuos agroindustriales de fique y cafia de
azucar, con potencial aplicacion en reforzamiento de polimeros termoplasticos” En este trabajo
se aislaron nanofibras de celulosa de los residuos agroindustriales del fique y la cafia de azucar
de diametros entre 25 y 60 nm. En este estudio se realizaron tratamientos quimicos con oxidante
fuerte clorito de sodio (NaClOz) a pH controlado. Ademas, se caracterizaron la estructura,
morfologia y propiedades téermicas de las nanofibras obtenidas mediante técnicas
espectroscopicas, microscopicas y termogravimétricas. Las nanofibras de celulosa preparadas a
partir del BCA se emplearon en la sintesis de un material compuesto, usandolas como material
de refuerzo en matrices poliméricas de polietileno de alta densidad (PEAD) y polipropileno (PP),

mediante técnicas por fundido y polimerizacién in situ con catalizadores metalocénicos.



32

Catario, E. (2009). Realizé investigaciones en la Universidad Nacional de Colombia sobre:
“obtencion y caracterizacion de nanofibras de celulosa a partir de desechos agroindustriales”. En
el presente trabajo se aislaron y caracterizaron fibras de celulosa a partir del BCA por medio de
tratamientos quimicos y mecanicos aplicados sobre dicho residuo agroindustrial. En primer
lugar, se llevo a cabo una hidrdlisis acida con una solucion de CHzCOOH-HNO3 donde se
removid gran parte de la lignina y hemicelulosa presente en la muestra, y posteriormente se

realizé un tratamiento alcalino con NaOH que permitio obtener la celulosa.

2.2. Marco tedrico

2.2.1. La cafa de aztcar como fuente de produccion de celulosa

La cafia de azUcar es un cultivo de zonas tropicales o subtropicales del mundo. Requiere agua
y suelos adecuados para crecer bien. Es una planta que asimila muy bien la radiacion solar,
teniendo una eficiencia cercana a 2% de conversidn de la energia incidente en biomasa. Un
cultivo eficiente puede producir 100 a 150 toneladas de cafia por hectéarea por afio (con 14 a 17%

de sacarosa, 14 a 16% de fibra y 2% de otros productos solubles) (Asocafia, 2017).

La produccion mundial de cafia de azicar en 2005 fue de 1,267 millones de toneladas, siendo
el principal productor Brasil con 34 % de la produccion mundial, India 18 %, China 7 %,
Pakistan 4 %, México 4 %, Tailandia 3%, Colombia 3%, otros paises representan el 27% (Uribe

et al., 2008).
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Las fibras vegetales, obtenidas de diferentes desechos agroindustriales, son consideradas
como compuestos de origen natural. Los elementos fibrosos de la pared de la célula vegetal
incluyen componentes como la celulosa, hemicelulosa y lignina. La celulosa representa alrededor
de un tercio de la composicion y es biosintetizada en el proceso de la fotosintesis del vegetal,
produciéndose gran cantidad de celulosa en el mundo. EI BCA, ademaés de satisfacer dichos
requerimientos, se encuentra disponible en grandes cantidades concentradas en los ingenios
azucareros. Su manipulacion, transporte y almacenamiento disminuyen los riesgos de inversion y
lo hacen un material atractivo, en comparacion con otras fuentes de materia prima
lignocelulosicas, constituyendo un desecho importante de la industria azucarera que puede ser
aprovechado, ya que por cada tonelada de azucar refinada se producen dos de BCA (Lo6pez et al.,

2016).

2.2.2. Propiedades fisicoquimicas de la celulosa

La celulosa esta constituida por una larga cadena de carbohidratos polisacéaridos. La estructura
de la celulosa se forma por la unién de moléculas de B-glucosa a través de enlaces B-1,4-
glucosidico, lo que hace que sea insoluble en agua. La celulosa tiene una estructura lineal o
fibrosa, en la que se establecen multiples enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de
distintas cadenas yuxtapuestas de glucosa, haciéndolas muy resistentes e insolubles al agua. De
esta manera, se originan fibras compactas que constituyen la pared celular de las celulas

vegetales, dandoles asi la rigidez necesaria (Estrada, 2017).



34

“La celulosa esta constituida por unidades repetitivas de glucosa de tipo D, con enlaces 1-4
piranosido, (figura 1) pudiendo establecerse enlaces de hidrégeno en las posiciones 1y 6 'y
aumentar asi la resistencia” (Takahashi et al., 1991 citado por Espitia, 2010). Las cadenas
lineales se polimerizan formando fibrillas, y éstas a su vez se polimerizan en microfibrillas (que
se orientan en funcidn del citoesqueleto) hasta dar una estructura rigida y cristalina. A pesar de
tener muchos hidroxilos libres, la celulosa es poco soluble en agua y practicamente insoluble en
la mayoria de los disolventes polares debido a que estos grupos no se hidratan por estar actuando

entre si (Maya, 2008 citado por Espitia, 2010).

Figura 1. Estructura de la celulosa (Fuente: Espitia, 2010).



35

2.2.2. Técnicas empleadas para la obtencion de Nanocelulosa

2.2.2.1. Hidrdlisis Acida

Método utilizado tradicionalmente para la produccion de nanocelulosa cristalina (CNC) se
basa en la hidrélisis &cida de la pasta de celulosa con un &cido fuerte. La naturaleza fuertemente
empaquetada de la celulosa disminuye la accesibilidad de las regiones cristalinas, haciéndolos
mas resistentes al ataque acido, asi que las regiones menos organizadas de la celulosa son
preferiblemente hidrolizadas (amorfo). Por lo tanto, los nanocristales son particulas constituidas
por las regiones cristalinas de la celulosa, en forma de barras cilindricas, que a menudo tienen

diametros mas pequefios que 10 nm (Pereira & Arantes, 2018).

2.2.2.1.1. Aplicaciones

El BCA constituye el mayor residuo generado en el procesamiento agroindustrial de la cafia
para la obtencién de azlcar. Este desecho suele ser quemado provocando graves consecuencias
medioambientales producidas por los altos niveles de didxido de carbono que genera su
combustion; asi como también puede llegar afectar a la salud humana cuando existen nucleos de

elaboracion cercanos a las zonas de produccion (Castells, 2012).
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Hoy en dia, el desarrollo tecnoldgico acelerado y el crecimiento demogréafico descontrolado
generan alteraciones en el equilibro del medio ambiente producido por el inadecuado manejo de
desechos, como es el caso de la industria azucarera que existe una elevada cantidad de BCA que
es desechado o utilizado como fuente de produccion de energia, y al uso excesivo de materiales
no biodegradables que generan como consecuencia problemas medioambientales y de salud

(Bastidas, 2016).

La celulosa microcristalina se utiliza como terapéutico para la absorcion de los acidos biliares
en las heces fecales de los pacientes con cancer de colon y polipos adenomatozos y a nivel de
jugo gastrico, en los casos de gastritis alcalina por reflujo duodenogaéstrico (se caracteriza por la
inflamacién de la mucosa acompafiada, o no, de alteraciones de la arquitectura glandular)
(Garcia et al., 2013). Estudios toxicoldgicos recientes indican el efecto antiulceroso de celulosa

microcristalina en suspensién al 12 % en ratas (Barzaga et al., 2004).

Por otra parte, la celulosa cristalina se utiliza como excipiente en las industrias farmacéuticas
cuya funcidn es actuar como agente de compactacion y desintegracion en el tableteo
farmacéutico, es utilizado en capsulas, como portador de color y el sabor (Moran, 2008). Las
diversas propiedades que presenta la microcelulosa cristalina la hacen util en la manufactura de
comprimidos y capsulas orales, donde se utiliza tanto en la granulacion himeda como en
compresion directa. Es posiblemente el diluyente mas usado para compresion directa, a pesar de
que puede retrasar la liberacion de principios activos poco solubles y disminuir la dureza de los

comprimidos expuestos a ambientes himedos. Actla como adsorbente, antiadherente, y
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lubrificante (Acofarma Distribuiducion, S.A, 2010). En el area farmacéutica también se emplea
en la fabricacidn de cremas y suspensiones solidas, asi como para cosméticos y detergentes

(Arocaet al., 2015).

Cabe resaltar que la microcelulosa cristalina debido a sus propiedades también es usada en la
industria alimentaria, destacAndose como estabilizador en la preparacién de helados, sustitucion
de harinas y azUcar en alimentos de baja calorias, y como aditivo de quesos amarillos, queso

crema y yogurt (Moran, 2008).

El BCA, para la mayoria de los paises tropicales, es uno de los principales materiales
lignocelulosicos utilizados para la bioconversion en etanol, ya que estos materiales tienen una
alta concentracion de carbohidratos, bajo contenido relativo de lignina, facil uso, bajo costo de

cosecha, transporte y almacenamiento (Pandey et al., 2000).

2.2.2.2. Hidrélisis Enzimatica

La hidrolisis enzimatica de la celulosa implica la accion secuencial de un grupo de enzimas,
conocidas como celulasas, que pertenecen a la familia de las glicosil hidrolasas, llamadas asi
porque catalizan la hidrolisis del enlace glucosidico entre 2 0 mas hidratos de carbono o entre
estos y una fraccidn que no sea un hidrato de carbono. Las glicosil hidrolasas han sido
clasificadas en més de 100 familias, y cada una de estas (familia GH) contiene proteinas que

estan relacionadas por su secuencia, su estructura y, en consecuencia, por su mecanismo
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catalitico. La arquitectura general deducida para estas enzimas presenta 2 modulos globulares
independientes: un dominio catalitico, responsable de la reaccion de hidrdlisis per se, y un
maodulo de unidn a la celulosa, que desempefia 3 funciones generales: la primera es mantener la
enzima proxima al sustrato, la segunda es una funcion de reconocimiento, y, por ultimo, una

funcidn disruptiva (Gutiérrez et al., 2014).

El método enzimatico para obtener CNC es una alternativa atractiva a la hidrolisis &cida
tradicional, ya que es capaz de reducir los impactos ambientales tales como la alta demanda de
agua, y la generacion de residuos quimicos (Brinchi et al., 2013; Filson et al., 2019; Zhu et al.,
2011 citado por Pereira & Arantes, 2018); ademas es un proceso integrado para obtener
bioproductos. Los nanocristales producidos de la hidr6lisis enzimatica requieren tratamiento
mecanico por sonicacion para la dispersién de las particulas. Los nanocristales formados por la
hidroélisis enzimética de las regiones amorfas no estan cargados negativamente, lo que disminuye

la estabilidad de la suspension (Pereira & Arantes, 2018).

La hidrolisis enzimatica de biomasa con celulasas y otras enzimas para la produccion de
carbohidratos, es una alternativa viable con la cual se utilizan condiciones de reaccion a bajas
temperaturas y presiones normales de operacion, que pueden no solo economizar energia debido
a las condiciones suaves a la que es llevada a cabo, sino que también evita la utilizacion de
sustancias toxicas y corrosivas, comparandola con la hidrdlisis &cida tradicional (Xu et al., citado
por Suesca, 2012). Los enzimas utilizados en este proceso son obtenidos de microorganismos

con la habilidad de degradar macromoléculas como la celulosa. Uno de los microorganismos
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productores es Trichoderma, el cual contiene un sistema enzimatico con tres clases de enzimas,
las cuales actlan sinérgicamente para degradar la celulosa a glucosa (Reczey, et al., citado por
Suesca, 2012) y actualmente es utilizado en otros paises para la produccion industrial de

enzimas.

En los suelos colombianos existe una amplia variedad de microorganismos susceptibles de ser
utilizados en procesos biotecnolégicos como es el caso de T. asperellum, la cual es la cepa de
Trichoderma més predominante en la region de Suramérica y Centro América (Hoyos L. et al.,
citado por Suesca, 2012), y su utilizacion en procesos investigativos, realizaria un aporte al

conocimiento de nuestra diversidad local.

2.2.2.2.1. Trichoderma reesei como modelo de microorganismo productor de celulasas

T. reesei (anamorfo de Hypocrea jecorina) ha sido el modelo de microorganismo celulolitico
por excelencia. Fue aislado en las islas Salomon durante la Segunda Guerra Mundial como el
agente causal de la infeccion masiva del material a base de algoddn del ejército de los Estados
Unidos. Inicialmente fue identificado como Trichoderma viride, codificado como QM6a y
conservado en el Centro de Investigacion y Desarrollo del Ejército de los Estados Unidos en
Natick, Massachusetts. Su potencial como productor de celulasas fue reconocido por Mandels y
Reese en 1957, mas tarde fue clasificado como una nueva especie y renombrado como T. reesei
en honor al investigador del laboratorio de Natick, Elwyn T. Reesei. Desde entonces, este

microorganismo ha sido objeto de numerosas investigaciones (Gutiérrez et al., 2014).
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2.2.2.2.2. Aplicaciones

Michelena, et al., (2009) estudiaron el uso de complejo enzimatico celulolitico Econasa-CE
para la hidrolisis de la celulosa microcristalina y el BCA para la produccidn de etanol,
encontrando resultados aceptables a dosis de 1/90 de enzima y 30°C para un proceso de 16hy
trabajaron en dos ciclos de redso de la enzimay se obtuvo un rendimiento de 9 mL de enzima

(1:90) /kg de bagazo.

Albarellia et al., 2016 en el proceso de produccion de nanocelulosa lo dividieron en etapas de
centrifugacion por hidrdlisis acida, dialisis, sonicacion y secado. En el proceso de hidrdlisis
acida, el material residual de hidrdlisis enzimatica lo llevaron a hidrolizar a 45°C durante 30min
con agitacion vigorosa y constante en una solucion acuosa de 20mL de H.SO4 (concentracion
64%) por gramo de materia prima tratada. El rendimiento de este proceso fue del 65% del peso
de la materia prima tratada introducida en este proceso (Dos Santos et al., 2013). En esta
investigacion se basaron en 3 variables tales como: Aspectos economicos, ambientales y
energéticos en donde tuvieron resultados en la implementacidn del proceso de produccion de
nanocelulosa como parte del proceso de produccién de etanol en una biorrefineria de cafia de
azucar, lo cual demostro ser muy prometedor en términos de aspectos econdmicos, energéticos y
ambientales. Al considerar un proceso de fraccionamiento de biomasa lignocelulésica basado en
fluidos supercriticos, como la explosion de CO2 supercritico y el fraccionamiento de

organosolventes de CO> supercritico, colocado dentro de una instalacion de fermentacion, cabe
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sefialar que uno de los beneficios del reciclado del CO; producido como subproducto durante la
fermentacion, reduce las emisiones globales de COz2, convirtiendo estos procesos en disefios muy
prometedores en cuanto a aspectos medioambientales. Como se demostro en este estudio, la
explosion de CO- supercritico presentd pardmetros econdmicos intermedios y prometedores, por

lo cual se considero investigar este método mas a fondo.

Segun basquedas bibliograficas realizadas por Farinas et al., 2018 La conversion enzimatica
de los polisacaridos presentes en la biomasa lignocelulésica de la cafia de azucar sera sin duda
una tecnologia clave para la implementacion de futuras biorrefinerias de cafia de azUcar y para el
desarrollo de este importante sector agroindustrial. Una de las opiniones relacionadas con los
desafios tecnoldgicos actuales en la etapa de hidrolisis enzimatica y desarrollos en términos de
estrategias de configuracion de procesos para la conversion de la biomasa de la cafia de azlcar se
ha presentado en la produccion integrada de etanol, enzimas y nanocelulosa y la sugieren como

una posible estrategia para la implementacion de las futuras biorrefinerias de cafia de azUcar.
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Marco conceptual

® Bagazo: Es un material fibroso, heterogéneo en cuanto a su composicion
granulomeétrica y estructural, que presenta relativamente baja densidad y un alto
contenido de humedad, en las condiciones en que se obtiene del proceso de molienda de

la cafia (Garcia, 2007).

® Cafa de azucar: La cafia de azucar (Saccharum officinarum L) es una graminea
tropical, un pasto gigante emparentado con el sorgo y el maiz en cuyo tallo se formay
acumula un jugo rico en sacarosa, compuesto que al ser extraido y cristalizado forma
el azlcar. La sacarosa es sintetizada por la cafia gracias a la energia tomada del sol

durante la fotosintesis (Perafan, 2009).

e Enzimas: Los enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los
seres vivos. Los enzimas son catalizadores, es decir, sustancias que, sin consumirse en
una reaccion, aumentan notablemente su velocidad. Ello hace posible que en condiciones
fisiolégicas tengan lugar reacciones que sin catalizador requeririan condiciones extremas

de presion, temperatura o pH (Gonzales, 2016).

® Hidrdlisis: Se conoce como hidrolisis a una reaccion quimica determinada, en la
que moléeculas de agua se dividen en sus atomos componentes (H2O: hidrogeno y

oxigeno) y forman uniones distintas con alguna otra sustancia involucrada, alterandola en


https://www.ecured.cu/Ca%C3%B1a
http://www.perafan.com/azucar/ea02edul.html#sacarosa
http://www.perafan.com/azucar/ea02azuc.html
http://www.perafan.com/azucar/ea02cana.html#fotosintesis
https://concepto.de/molecula-2/
https://concepto.de/atomo/
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el proceso. Es lo que ocurre, en otras palabras, cuando el agua es usada como disolvente

(Vazquez, 2018).

® Celulosa: La celulosa es un polimero natural que tiene como estructura base los
enlaces 1,4-B glucosidicos. Tiene una estructura semicristalina que puede variar
dependiendo del tipo de fuente de la cual es aislada (Guardner et al., 2010).

La celulosa es el biopolimero més abundante en el planeta; su produccion se estima en
maés de 100,000 millones de toneladas por afio (Espino, Cakir, Domenek, Roméan
Gutiérrez, Belgacem y Bras, 2014). Es un polisacarido, una fibra insoluble en agua
compuesta de miles de unidades de glucosa; practicamente todas las plantas terrestres

poseen celulosa y nanocelulosa en diferentes proporciones (Chavez, 2018).

® Lignina: La lignina es uno de los biopolimeros méas abundantes en las plantas y
junto con la celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una
disposicion regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de lignina-
hidratos de carbono. La composicion o distribucion de los tres componentes en esas redes
varia dependiendo del tipo de planta. En el caso de la composicion de la madera, los
rangos mas comunmente encontrados son: Celulosa: 38-50%; Hemicelulosa: 23-32% y

Lignina: 15-25% (Sustainable Forestry for Bioenergy & Bio-based Products, 2007).
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® Fibras naturales: Las fibras naturales son sustancias muy alargadas producidas
por plantas y animales, que se pueden hilar para obtener hebras, hilos o cordeleria; en
tejidos, en géneros de punto, en esteras o unidas, forman telas esenciales para la sociedad

(Villegas et al., 2013).

e Biodegradable: Es la capacidad que tienen algunos productos o sustancias de
descomponerse en elementos quimicos naturales en un periodo de tiempo relativamente
corto y por accién de organismos vivos (bacterias, microorganismos, hongos, gusanos,
insectos, etc.) que las utilizan para producir energia y crear otras sustancias como
aminoacidos, nuevos tejidos o nuevos organismos. La biodegradacién puede ocurrir de
forma aerdbica (con oxigeno, al aire libre) o de forma anaerdbica (sin oxigeno, algo
enterrado, por ejemplo). El término cobra mucha importancia en el manejo de desechos, y
mas que nada cuando se habla de plasticos, ya que estos tardan cientos de afios en ser

descompuestos (Sanchez, 2010).



3. Hipotesis

3.1. Hipotesis General

Este estudio permitird evaluar comparativamente los métodos de hidrolisis acida y
enzimatica empleados en la preparacion de nanocelulosa y las propiedades estructurales,

térmicas, reoldgicas morfoldgicas y mecénicas.
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4. Capitulos y subcapitulos del desarrollo del tema

La metodologia empleada en este trabajo inicio a partir de la seleccion de las fuentes y
bases de datos para la recoleccién de la informacion, en donde se determinaron los criterios
para la busqueda de la informacion bibliogréafica y obtener la informacidn necesaria y
confiable acerca de las técnicas usadas para la obtencion de nanocelulosa, mediante la
hidrdlisis &cida y enzimatica. Los criterios que se establecieron fueron: fuentes de informacion
como bases de datos Scielo, Scopus, Proquest, Web of Science, Science Direct, Google
scholar, Medline; busqueda de los altimos 10 afios; los descriptores o palabras claves fueron
BCA, nanocelulosa, hidrolisis &cida, hidrolisis enzimatica, residuos agroindustriales; los tipos
de documentos recolectados fueron articulos cientificos publicados en revistas indexadas o con
declaracion de revision por expertos, tesis y trabajos de grado de universidades e instituciones
reconocidas con declaracion de revision por expertos, y paginas de organizaciones
gubernamentales y no gubernamentales de reconocida trayectoria. Posteriormente se realizo la
seleccidn de la informacion relevante e importante de acuerdo a la problematica sobre los
residuos agroindustriales como lo es el BCA y su uso para la obtencion de nanocelulosa
teniendo en cuenta los siguientes apartados: hidrdlisis acida de acuerdo a los diferentes
parametros como propiedades estructurales, térmicas, reoldgicas, morfolodgicas y mecanicas y,
para hidrdlisis enzimatica fueron propiedades estructurales, térmicas, mecanicas, problematica
y uso de microorganismos para la obtencién. Por ultimo se organizé y analiz6 la informacion
de cada escrito destacando sus semejanzas y diferencias en la metodologia y caracteristicas

propias para cada hidrolisis en los estudios consultado
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4.1. Hidrdélisis Acida

4.1.1. Diferentes Metodologias Consultadas

Segln Messa & Faez, 2020, en su estudio realizado inicio con el pretratamiento del BCA
lavando con agua caliente para eliminar las impurezas, secado a 50°C en un horno y se molienda.
Luego se realizo el aislamiento de celulosa de BCA, donde se tomé 30g del BCA molido y se
sometié a un tratamiento con alcali utilizando NaOH al 4% a 70°C durante 5 min. Este paso se
repitié dos veces, luego se filtro y se lavo con agua hasta que el pH fue neutro. Este solido se
dispersd en un vaso de precipitado que contenia 200mL de perdxido de hidrogeno (H20>) al 4%
y su pH se ajustdé con NaOH hasta aproximadamente 11,5, durante 6h a 45°C. Posteriormente,
para la deslignificacion se llevo a cabo con NaClO», seguido del tratamiento con NaOH. Luego
el polvo de BCA (10g) se oxid6 usando 1,4% de clorito de sodio (NaClO2) (300mL) con pH
ajustado a 3,5 agregando CH3COOH durante 5h a 70°C. ElI BCA deslignificado se filtro y se
lavd con agua hasta que el pH fue neutro. Finalmente, se obtuvo celulosa tratando la holocelulosa
con NaOH al 4% durante 5min. a 70°C, y luego el solido obtenido se filtrd, se lavd y se secd.
Seguidamente la celulignina y la celulosa extraida del BCA se hidrolizaron con H2SO4 (65% en
peso) y la concentracion acido-celulosa fue de 40mL/g. La hidrdlisis sulfarica se realiz6 durante
2h a 50°C con agitacion y se detuvo afiadiendo un exceso de agua fria a la reaccién. El
precipitado se centrifug6 4 veces a 7000rpm durante 15min para eliminar el exceso de acido y

cualquier celulosa disuelta, y luego se dializ6 contra agua hasta que el pH fue neutro.
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Finalmente, las suspensiones de nanocelulosa se homogeneizaron durante 5 min y se

almacenaron.

De acuerdo con la investigacion realizada por Slavutsky & Bertuzzi, 2014, comenzé con la
preparacion de fibras de celulosa (CF), las cuales se obtuvieron por hidrélisis alcalina. Se
hidrolizaron 10g de BCA con 100mL de NaOH (6%) a 60°C durante 4h. A continuacion, las
fibras se filtraron para eliminar el exceso de NaOH y se lavaron con agua destilada. El proceso
de blanqueo consistid en la introduccion del material en un matraz que contenia 200mL de
NaClO2 (30%) y su agitacion durante 24h a temperatura ambiente. Después de eso, las fibras se
filtraron y lavaron con agua destilada hasta pH neutro. Las fibras de celulosa se secaron a 50°C
hasta peso constante. Seguidamente realizaron el proceso de hidrélisis acida, donde se
dispersaron aproximadamente 10g de fibras en 200mL de H>SOs (64%) en un matraz con
agitacion mecénica. La hidrolisis se realizé a 40°C con agitacion durante 3h. El exceso de H2SO4
se elimind mediante centrifugacion a 800rpm durante 10min. Luego, la suspension se dializ6
contra agua destilada usando una membrana de celulosa hasta que el pH alcanz6 6-7. La
suspension resultante se introdujo en un bafio ultrasénico durante 1h y se almacend. Por otra
parte, realizaron la preparacion de la pelicula, en la cual la solucién formadora de pelicula se
preparé mezclando almidén (4%), glicerol (20%), agua y una suspension de CNC para obtener
una concentracion de CNC del 3% peso en seco. La dispersion resultante se mantuvo 60min en
un bafio ultrasonico. Las dispersiones se gelatinizaron en un bafio de agua con agitacion a 78-
80°C por 10min. La dispersion resultante, se vertidé sobre placas de poliestireno. Luego, se
colocaron en un horno de circulacion de aire a 35°C y 53% de Humedad Relativa (HR) durante

15h. Después de eso, se sacaron las placas del horno y se despegaron las peliculas.
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Las materias primas que se utilizaron en la investigacion de Aroca & Estrada, 2015, fueron
BCA y pseudotallo de banano, estas fueron lavadas para eliminar polvos o residuos, luego se
procedio al secado que se efectud al ambiente por un mes. Seguidamente se realizé una
extraccion Soxhlet con alcohol al 72%, con el propdsito de eliminar los extractivos que pueden
interferir en el proceso de acondicionamiento. Se realizé un proceso de hidrolisis con H2SO4
hasta pH 2. Se realizo el proceso de lavado con agua hasta que el filtrado alcanz6 un pH 7. Se
decanto el agua y se alcalinizé con NaOH que se dio en proporcion de materia seca entre 2 y
2.5%. Después, al sedimento se le realizd una preservacion y acondicionamiento del medio con
NaOCI al 3,5%, esta suspension fue sometida a un proceso de agitacion magnética a 90°C
durante 2h. Después de este paso, se realiz6 una hidrolisis alcalina, se filtro y se lavo nuevamente
con agua hasta pH de 7 y se dejo secar a temperatura ambiente. EI material que se obtuvo se
procedio a blanqueo utilizando solucidén de NaOCI al 0.5% el cual se sometio a calentamiento a
70°C por 3h con agitacion magnética constante, hasta que se obtuvo un filtrado incoloro. El

solido obtenido se secd en estufa a 40°C durante 24 h. Luego se peso para calcular rendimiento.

La metodologia propuesta por Garcia et al., 2013, dio inicio con el aislamiento de la celulosa,
la cual se purifico utilizando la tecnologia de la UIP CUBA 9 usando bagazo integral, este fue
remojado durante 24h y desmenuzado para una eficiente preparacion de fibras de BCA, en
suspension. Posteriormente, se realizd la prehidrdlisis a 2Kg de bagazo desmenuzado en fase
acuosa en un digestor rotatorio, con calentamiento a una temperatura de 170°C durante 45min
y un hidromaédulo que se define como el indice técnico-economico mas importante en un sistema
de riego, ya que determina la capacidad maxima posible del riego de la fuente, y se us6 una

relacion de 1:7. El producto se lavo hasta neutralidad con agua tratada y posteriormente fue
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sometido a un proceso de coccion con soda, utilizando un 16% de 6xido de sodio (Na2O) sobre
pulpa, en el mismo digestor utilizado a una temperatura de 160°C por 45min e hidromddulo de
1:6. Luego, la pulpa cruda se lavo hasta neutralidad con agua destilada y se depur6 en un
clasificador. Seguidamente, la pulpa es blanqueada utilizando el esquema didxido, extraccion,
dioxido (DED), que se describe en el Manual la Industria de los Derivados de la Cafia de Azucar
(Fernandez et al., 1986 citado por Garcia et al., 2013). En un reactor esmaltado de 132L de
capacidad, la pulpa de elevada pureza de bagazo blanqueada se somete a la accion del HCI para
su proceso de hidrolisis a temperatura de 100°C y agitacion esporadica durante 60min. La
suspension de celulosa microcristalina obtenida se centrifugd y se lavo con agua desionizada
hasta pH neutro y libre de cloruros. La masa humeda se seco entre 55-60°C. Finalmente, el

producto se molio y envaso.

Segun Ross et al., 2017, su proceso empez6 con la paja de cafia seca y picada (5Kg) la cual fue
colocada en un tanque de pretratamiento en 100L de solucidon de NaOH al 10% durante dos dias.
Al segundo dia se procedi6 a lavar la fibra con agua corriente hasta obtener un pH neutro. Al
finalizar los lavados la fibra se secd a temperatura ambiente y a la sombra durante dos dias.
Posteriormente, se procedié a hacer un prototipo de recipiente con fibra pretratada, himeda y pH
neutro, utilizando un molde de plastico y prensandolo con un peso de cemento de 800g, dejando
el prototipo en la camara de secado a 60°C durante 48h. Una vez se seco la fibra pretratada se
colocd dentro de un reactor de 50L que contenia una solucién de H2SOs al 0.4%, con el fin de
remover las regiones amorfas de la celulosa. Posteriormente, la mezcla se sometid a ebullicion
durante una hora. Transcurrido el tiempo se procedio a lavar la fibra hasta obtener un pH de 7.0.

La fibra obtenida de la hidrélisis acida se colocé nuevamente en el reactor durante 10min, con una



51

solucion de NaClO al 3.5%, previamente calentada a 40°C. Concluido el tiempo, la fibra se lavd
hasta obtener un pH neutro. Durante este proceso de decloracion se degrado la lignina y se redujo
el tamafio de las cadenas de celulosa. Para finalizar, la extraccion alcalina se realizd con la fibra
obtenida de la cloracion la cual fue colocada en el reactor durante 1h con solucion NaOH 20%.

Terminado el tiempo, la fibra se lavo hasta obtener un pH de 7.0.

La metodologia empleada por Bastidas, 2016, utiliz6 BCA con una humedad del 40%, el cual
se procedi6 a sumergir en agua y por medio de la gravedad se eliminaron las particulas e impurezas
superficiales que estaban adheridas a las fibras de la cafia de azucar. Luego, para el proceso de
secado, la materia prima limpia, se secé en recipientes a temperatura ambiente (18,9°C) durante
32h. Seguidamente se procedié a realizar la hidrdlisis alcalina con NaOH al 15% p/v, utilizando
una relacién 1-10, durante 100min de calentamiento bajo agitacion continua. Para el blanqueo se
eliminaron hidratos de carbono tales como pectinas, hemicelulosas, proteinas, algunos
componentes minerales y la lignina residual, utilizando NaClO al 5% durante 60 min a 70°C bajo
agitacion continua. Posteriormente la hidrolisis acida se llevo a cabo con la obtencion de la celulosa
microcristalina mediante la hidrélisis parcial de la celulosa con HCI, el cual afecta las regiones
amorfas de las fibras liberando particulas cristalinas de un tamafio de dos décimas de micra; para
lo cual, se hidroliz6 la pulpa de celulosa con HCI al 2,5N por 60min, a 80°C y con agitacion

esporadica.



Estudios realizados por Espitia, (2010) llevaron a cabo la siguiente metodologia; los reactivos
usados para la extraccion de las nanofibras de celulosa fueron tolueno del 99.9%; etanol absoluto
de 99.72%; NAOH 99.9%; tetraborato de sodio decahidratado del 99% y clorito de sodio del
25%, para el aislamiento las muestras de residuos de BCA se cortaron en trozos de 7-10cm de
longitud, se lavaron con agua destilada, se secaron a 80°C por 24h y posteriormente se extrajo
el contenido graso mediante destilacion soxhlet por 6h, usando una mezcla tolueno/etanol (2:1
v/v), en un extractor de gases y humos. Luego los residuos de BCA se trataron con una solucién
de NaClOz al 1% v/v en solucion buffer (pH:4) con bisulfato de sodio al 5% p/v en agitacion,
con el fin de solubilizar y remover gradualmente la lignina. Las muestras se sometieron a
tratamiento alcalino con solucion de NaOH al 17.5% p/v. para aislar la celulosa de la
hemicelulosa. Luego del tratamiento quimico la celulosa obtenida, fue cridcongelada en

nitrégeno liquido y tratado mecanicamente en un molino planetario de bolas durante 3h.

Gouveia et al., (2009) para el pretratamiento del BCA, presentaba una humedad aproximada
del 50%, se realizd en un reactor de 5000L a una presion de 15,3Kgf/cm? (equivalente a 200°C
— presion de vapor de agua), durante 7min. EI material pretratado se transfirié a un ciclén debido
a la diferencia de presion. El material se lavo a fondo hasta la eliminacidn total de los azucares
hidrolizados y luego se secd a temperatura ambiente y se almacené. Posteriormente para el
tratamiento se transfirieron muestras de 2g (molidas a malla 20 en un molino Wiley) de bagazo
pretratado, pesadas con una precision de 0,1mg y se trataron con 10mL de H2SOs al 72% vlv,
bajo agitacion vigorosa, en un bafio termostatico a 45°C durante 7min. Las muestras se
transfirieron cuantitativamente a matraces de 500mL, agregando un volumen de 275mL de agua

destilada. Los matraces conicos se cerraron con papel de aluminio y se esterilizaron en autoclave
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durante 30min a 121°C. Después los viales se retiraron y se enfriaron a temperatura ambiente,
separandose la fraccion solida de la liquida mediante filtracion usando papel filtro cualitativo.
La fraccion liquida se transfirié a un matraz aforado de 500mL, que luego se completd con agua
destilada. La solucion se almaceno para un analisis adicional de carbohidratos, &cidos organicos,

furfural, hidroximetilfurfural (HMF) y lignina soluble.

Bhattacharya, et al., (2007) Para el pretratamiento la digestién del BCA se realiz6 a 80°C en
solucién de NaOH al 4% durante 4h. Esto elimin6 la mayor parte de la lignina y una gran parte de
hemicelulosa. Debido a la decoloracion persistente, el producto fue posteriormente blanqueado
con una mezcla de NaClO2/CH3COOH glacial para eliminar cualquier residuo de lignina y
hemicelulosa que pueden haber estado presentes. Las fibras de celulosa blanqueadas se lavaron
repetidamente, inicialmente con NaOH acuoso al 5% y posteriormente agua desionizada para
alcanzar un pH neutro. La celulosa, asi obtenida, se hidroliz6 con H2SO4 al 60% (p/v) durante 2,5
h a 60°C para eliminar preferentemente las regiones no cristalinas, dejando una coleccion de
microfibras bien dispersas (Sassi & Chanzy, 1995). La reaccion se detuvo mediante la adicion de
agua helada. Los MF se lavaron con agua y dispersado durante 5min con enfriamiento repetido
usando un Branson 450 sonificador. A continuacion, el medio de dispersion se cambi6 de agua a

butanol. Los MF fueron liofilizados a partir de una suspension en t-butanol.

El aislamiento y purificacion (FAO, 2012) de la fraccidn cristalina de la celulosa se ha estado
estudiando mediante la hidrdlisis parcial controlada con &cidos minerales, a partir de diferentes
materias primas, tales como: linter de algodon, diferentes tipos de maderas y, en menor medida, a

partir de plantas anuales y residuos, bambu, cascara de trigo, papeles de desecho, cascara de nuez,
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bagazo de la cafia de azucar y otras. Cuando la celulosa se aisla de otros componentes, se puede
obtener en forma de cristal por medios quimicos (CMC, 2003). Debido a la menor reactividad
frente a los agentes quimicos de las regiones cristalinas, 0 mas ordenadas, se explica facilmente la
posibilidad de aislar la fraccion cristalina de la celulosa por hidrolisis controlada con acidos

minerales.

Segun Patil et al., 2018, para el aislamiento de la nanocelulosa procedieron a cortar 50g de
BCA, el cual se secd y lavé con agua destilada, para tratarlo con NaOH al 4% (p/v) a 50-60°C
durante 2h en condiciones mecénicas, se filtro y lavo. Brevemente las fibras se blanquearon a 70-
80°C por 3h, luego se empled la solucién de blanqueo que contenia partes iguales (v/v) de NaClO>
acuoso y tampén acetato (27g de NaOH y 75mL de CH3COOH glacial, diluido a 1000mL usando
agua destilada). Este procedimiento se repito hasta que las fibras se volvieron de color blanco. La
pulpa blanqueada se filtr6 y se enjuagd con agua destilada y luego se sometié a un alto
cizallamiento en un micro triturador de ultra friccion. Donde, la suspension de celulosa se paso
repetidamente a través de una piedra de pulir estatica y una piedra de pulir giratoria que giraba a
1500rpm hasta que la celulosa de microfibra se redujo en didmetro a 20-100nm. La reduccion de
tamafio se determind mediante analisis TEM. La suspension acuosa de nanocelulosa se liofilizé y
se almacend para su uso posterior. Por otra parte, realizaron el atrapamiento de ingrediente activo,
en la cual, se prepararon formulaciones granulares de almidon con ftalato de dimetilo (DMP).
Donde, se prepararon granulos con 2 y 4% en peso de CNF en relacion con el peso total de matriz
de almidon-urea formaldehido. También se prepararon granulos sin DMP como control. Un
procedimiento comun de atrapamiento con X = 0,4 y 6% en peso de carga activa (DMP), inicia

con la preparacion de UF el cual se prepard tomando 39-41g de solucion de formalina en un matraz
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de fondo redondo de 250mL y se neutralizo con NaOH al 0,6% (v/v). Luego el pH se incrementd
a 8-8,5 afnadiendo trietanolamina seguido de la adicion de 20g de urea. Posteriormente la mezcla
se calent6 durante 10-15min y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente. A partir de esto, en
un recipiente separado, se dispersaron 50g de almidon en 150mL de agua destilada y se
gelatinizaron en un bafio de agua hirviendo, luego se afiadieron gradualmente 3,89g de DMP al
almidén gelatinizado y se agité durante 10-15min para lograr una dispersién uniforme.
Brevemente, se afiadié UF, al pasar los 10-15min, se agrego gota a gota 3-4mL de acido formico
(CH202) al 20% (v/v) por 5-8min para ajustar el pH entre 3,0-3,5 con agitacion continua por 5min.
Luego, la mezcla de reaccion se convirtié en una masa gomosa y se triturd en trozos pequefios a
través de un tamiz para luego ser secada en un horno a 50°C durante 4h. El material que quedo
sobre el tamiz se indica como conjunto-1, mientras que la muestra que paso a través se designa

como conjunto-2.

Por otra parte, la caracterizacion de la nanocelulosa inicio con el anélisis TEM donde se
dispersaron muestras de nanocelulosa en agua destilada de 0,05% en peso por medio de agitacion
mecanica, seguida de sonicacion. Luego, se depositd una gota de esta dispersion sobre una rejilla
de cobre revestida de carbono y se someti6 a secado en condiciones ambientales por 24h. Para el
analisis morfoldgico se tuvo en cuenta utilizando SEM a 15kV, luego las muestras se montaron
directamente en cinta de carbono y se recubrieron con oro para evitar la carga. Ademas, las
caracteristicas de los poros de los granulos se estudiaron mediante una formacion de imagenes en

un microscopio de rayos X.
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El estudio realizado por Lopez et al., 2016, inicio con introducir el BCA en una solucion de
NaOH al 10% durante 20min y después de alcanzar la temperatura de ebullicion se procedié con
agitacion. Brevemente, las muestras de bagazo se enfriaron, lavaron y se secaron en estufa a 60°C
durante 12h. Seguidamente, procedieron a la obtencion de nanocelulosa iniciando con una
hidrolisis acida suave con H2SO4 al 0.4% por 1hy se lavo, luego se le realizo una cloracion con
3.5% NaClO con agitacion en un bafio de agua a 30°C hasta alcanzar pH 9.2, y se lavd con agua
destilada hasta la neutralidad. Brevemente, para la extraccion alcalina se us6 una solucion al 20%
de NaOH vy se agit6 por 1h, seguido por un proceso de lavado. Para el blanqueo se conté con una
solucion de 0.5% NaClO, agitando continuamente por 1h y lavado final hasta pH neutro. Luego,
el material se esparcié en una charola de aluminio durante un dia, para secado a temperatura
ambiente y posteriormente en una estufa durante 24h a 60°C. La masa de la celulosa se determind
para evaluar el rendimiento del proceso de obtencion a partir del bagazo de cafia. Finalmente, la

celulosa se pulveriz6 por medios mecanicos.

Por otro lado, la caracterizacion se hizo por medio del analisis FTIR la cual se llev6 a cabo
utilizando un Espectrémetro de Infrarrojo “FTIR Nicolet Magna Protegé 460” en el modo de
transmision, con una resolucion de 4cm™ y 100 barridos. En la determinacion de la cristalidad se
tuvieron en cuenta los espectros DRX obtenidos con un equipo “Siemens D 5000 Difractometer”,
espectro de CuK( ((=1.5418A y de energia 8.047keV). El porcentaje de cristalinidad (%Crl) de las

muestras de celulosa fue calculada empleando la ecuacion (1), Segal et al., (1959):
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Ecuacion 1. Porcentaje de Cristalinidad segin Segal et al., 1959.

Donde, 1002 es la intensidad del pico minimo y lam es la intensidad maxima del pico cristalino.

La metodologia propuesta por Lu et al., 2020, usaron como materia prima pulpa de BCA ya
blanqueada, en la cual para la preparacion de filamentos de celulosa de bagazo (BCF), se
sometio preparard una mezcla de pulpa de bagazo (2.0% p/p) una solucién de BCF (1.0 % p/p)
oxidado con 2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo (TEMPO, TOBCF, 0,016 g), y NaBr (0,103g),
luego se afadié lentamente NaClO (8,0 mmol/g de celulosa) en presencia de agitacion. La
reaccion se realiz6 a 25°C, con la mezcla mantenida a un pH de 10 y se inactivé con etanol
(10mL). Una vez que el pH de la mezcla dejé de disminuir, se lavé brevemente con agua
destilada. Por otra parte, en la preparacion de los hidrogeles de nanocelulosa se adicion6 gota a
gota solucién acuosa de ZnCl. (20%, p/p). En este estudio utilizaron dispersiones de agua de
TOBCF con una concentracion de masa de 1%, 2%, 3% y la concentracion final de iones de zinc
se controld a 0,1mol/L en cada mezcla. Seguidamente, la mezcla se dejo reposar durante 24h sin
agitar para permitir la formacion de hidrogeles de nanocelulosa. Finalmente, el Zn?* no unido se
elimind lavando con agua destilada el hidrogel resultante. Para analizar la morfologia de BCF y
TOBCF se emple6 TEM y AFM, donde la suspensién de agua de BCF y TOBCF se tifi6 con
acido fosfotungstico, y luego se observaron mediante TEM con un voltaje de aceleracion de
100kV. Despues las suspensiones se depositaron en una oblea de silice para luego ser escaneadas

usando el modo de captura AFM 500011. Por altimo, se utilizé un espectrometro FTIR para
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analizar las diferencias quimicas entre la pulpa de bagazo, BCF y TOBCF y la determinacion de
la cristalinidad se llevé a cabo mediante analisis de DRX. Los valores de cristalinidad se

calcularon segun el método de Segal et al., 1959.

De acuerdo con la investigacion realizada por Lea™o et al., 2020, para la obtencién de CNC a
partir de BCA, donde iniciaron con una primera ruta, en la que las fibras de BCA se trataron
primero con una solucion acuosa de NaClO2/CH3COOH glacial, luego se blanquearon con
NaOH acuoso, se lavaron con agua y se secaron en un horno a 80°C durante 24h. En la segunda
ruta, las fibras se trataron primero con una solucion acuosa de NaOH, luego se blanquearon
usando NaClO2/CH3COOH, seguido de lavado y secado como se indico anteriormente.
Posteriormente, los CNC se extrajeron mediante hidrdlisis acida con H.SO4 64% (p/p) a 45°C
por 30min y se denominaron CNCis0 y CNC220. Brevemente, las suspensiones se liofilizaron
para eliminar el agua y obtener CNC solidos para medir con precision su contenido de peso en
los nanocompuestos. Luego se prepararon los nanocompuestos de acrilonitrilo-butadieno-
estireno (ABS) reforzados con CNC los cuales se procesaron usando una concentracion variable
de nanocristales (0,5, 1,0 0 1,5% en peso). Las mezclas se obtuvieron después de secar los
nanocristales en un horno a 60°C durante 3h y luego se inyectaron utilizando un equipo HS
(modelo 150-80 Himaco) en un molde para producir probetas de traccion e impacto. Se
estudiaron los siguientes nanocompuestos: CNCisg 0,5% /ABS, CNCis0 1,0%/ABS, CNCiso
1,5%/ABS; CNCa220 0.5%/ABS, CNC220 1.0%/ABS y CNC220 1.5%/ABS. Por otra parte, los
nanocompuestos se trituraron a 13 mm, se secaron en un horno a 80°C durante 3h y luego se
caracterizaron mediante analisis TGA. Donde las muestras se analizaron en bandejas de alimina

bajo atmdsfera de N (caudal: 60mL/min) de 25 a 600°C a 10°C/min de velocidad de calor.
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Seguido de esto se procedio a realizar las mediciones reoldgicas utilizando un reémetro

rotacional de placa paralela a 200°C en el rango de frecuencia de 0,01 a 300rad/s.

Segun Meesupthong et al., 2020, usaron la variedad de cafia energética Biotech 1l (BCE), la
cual es una mejora de la cafia de aztcar Saccharum spp. donde la preparacién de celulosa se basé
en una representacion esquematica del proceso utilizado para obtener CNC a partir de BCE.
Luego, estas fibras se trataron con NaOH al 2% (p/v) por 60min a 50°C bajo agitacion constante
para obtener alcali pretratado. Seguido de esto, se lavaron adicionalmente con agua destilada
hasta que el pH fue neutro y luego las fibras se secaron a 55°C durante 24 h. Brevemente, las
fibras se trataron con diferentes concentraciones de xilanasa (20, 100 o 200U/g) y se incub6
durante 60min a 50°C bajo agitacidn constante para obtener fibras tratadas con xilanasa
denominadas A20X, A100X y A200X. Seguidamente, las muestras se secaron a 55°C durante
24h. Al terminar la etapa de pretratamiento, las fibras se sometieron a blanqueo usando una
solucién de NaClO; al 1,4% (p/v) controlada a pH 4, el cual se ajusté usando CH3COOH glacial.
Luego, la solucién se incubd a 70°C en un bafio de agua y se afiadio a la reaccion NaClO, y
CH3COOH glacial hasta que las fibras blanqueadas fueron de color blanco. Las muestras se
lavaron con agua destilada hasta alcanzar un pH neutro y luego se secaron a 55°C durante 24h.
Para el aislamiento de nanocelulosa, se dispersaron 2g de fibras blanqueadas en 40mL de H2SO4
al 60% (p/v) para la respectiva hidrélisis y se mantuvo a 45°C durante 30 o 75min con agitacion
de 500rpm. Seguido de esto, se agregaron 400mL de agua fria para detener la reaccion y se lavo
con agua DI usando una centrifuga a 15.000rpm y 4°C durante 15min. Al terminar se le aplicd
dialisis contra agua destilada para eliminar el acido residual hasta llegar a un pH de 7. Se sonicé

durante 15min y la muestra de celulosa final se almaceno en un refrigerador a 4°C.
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Por otro lado, para medir los grupos funcionales en el material se empleo el espectro FTIR
donde para cada muestra se recogid en la regién 4000-500cm™ con una resolucion de 4cm™.
Luego, las muestras se mezclaron con KBr y se comprimio en un disco delgado y transparente
antes de analizarla. La morfologia de las fibras fue caracterizada mediante SEM con un modelo
FEI Quanta 450 y las muestras se recubrieron con oro para ser analizadas a un voltaje de
aceleracion de 10 kV. La morfologia general de los CNC se caracteriz6 mediante TEM y las
dimensiones de los CNC se determinaron mediante el programa ImageJ. Ademas, se utiliz6 DRX
para determinar la cristalinidad de las fibras. EI Crl de las fibras se calculd utilizando el método

de Segal et al., 1959).

Segun Liu et al., 2020, emplearon una metodologia utilizando BCE, la cual inicio con la
preparacion de fibra lignocelulésica (LCF), donde se trituraron particulas de BCE de 0,5mm y
luego se remoj6 en agua desionizada (DI) al 70% durante 2h para eliminar los componentes
extrafios. Luego, las particulas obtenidas se secaron a 101°C durante 12h. Brevemente, se utilizé
una solucion mixta de NaOH y H>O> para tratar la muestra de BCE seca a 75°C durante 15min
en un horno. Después de esta reaccion, la muestra tratada se lavd con agua desionizada hasta que
la filtracion tuvo un pH neutro y luego se sec6 en un horno de vacio a 40°C durante 48h. A partir
de esto, precedieron a determinar las morfologias de las LCF obtenidas mediante SEM. Por otra
parte, la estructura quimicay los cristalitos de los LCF se analizaron mediante una serie de

caracterizaciones, que incluyen el FTIR, XRD y TGA.
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Mandal & Chakrabarty, 2013, realizé una metodologia iniciando con el aislamiento de la
nanocelulosa donde se obtuvieron mediante hidrolisis acida de celulosa aislada de BCA. La
celulosa deslignificada y libre de hemicelulosa se hidrolizé con H2SO4 al 60% en peso a 50°C
durante 5h bajo agitacion fuerte. Luego, la suspension resultante se enfrio a temperatura
ambiente y se lavo con agua destilada mediante sucesivas centrifugaciones hasta que se alcanzo
un pH de 7. Finalmente, la suspension se sonico por 5min en un bafio de hielo para evitar el
sobrecalentamiento y se mantuvo refrigerada hasta su uso. Ademas, los estudios de TEM
revelaron que la mayoria de las particulas tuvieron dimensiones entre 35y 170nm, lo que fue
confirmado por estudios de AFM. Por otra parte, realizaron la preparacion de peliculas de
nanocompuestos de alcohol polivinilico (PVA), disolviendo granulos de PVA que fluian
libremente en agua destilada hasta una concentracion del 5% en peso, y se agit6 a 80°C durante
3h en un matraz. Luego, se agregaron proporciones variables de suspension de nanocelulosa con
un contenido de solido de 1% en peso a la solucién de PVA preparada para ajustar la
concentracion de nanocelulosa a 2.5, 5, 7.5y 10% en peso. Posteriormente, las mezclas se
agitaron mecanicamente durante otras 2h y se sonicaron durante 2min. Las suspensiones finales
se vertieron en una caja de Petri de polipropileno y se secaron a temperatura ambiente durante 2
dias. Las peliculas de material compuesto resultantes se colocaron luego en un horno de vacio a
60°C para asegurar la eliminacion completa del agua, y las peliculas obtenidas se mantuvieron en

el desecador.

De acuerdo con lo anterior para la determinacion de los espectros FTIR de las diversas
peliculas se usé un detector de sulfato de tri-gliceno (TGS), y se registro en la region de 500 a

4500cm™ con una resolucion de 4cm™. Los espectros resultantes se compararon para evaluar los
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efectos del relleno de nanocelulosa en las peliculas de PVA, basandose en la intensidad y el
cambio de las bandas vibratorias. A parte de esto se determinaron las propiedades mecéanicas
utilizando un equipo de prueba de traccién Instron H50KT, donde las pruebas se llevaron a cabo
a temperatura ambiente, 25°C. Las propiedades térmicas fueron evaluadas por TGA y DSC. La

cristalinidad fue determinada por DRX.

En comparacion con la metodologia anterior, el estudio de Lam et al., 2017, usaron celulosa
de BCA mezclada con PVA, en la cual la extraccion de celulosa se realiz6 mediante lavado.
Ademas, se pretrat6 a una presion de 1,3Mpa a 190°C por 15min. Luego, el bagazo explotado
con vapor se digirio usando xilanasa, a 20U g, bajo agitacion a 50°C durante 2h. Brevemente,
las fibras se trataron con una solucion de NaClO: al 1.4% (p/v) a pH 4 y se agregé CH3COOH a
70°C cada hora durante 6h hasta el blanqueamiento de las fibras. Posteriormente, la suspension
resultante se filtré y se lavd con agua destilada hasta que se alcanz6 un pH neutro. Seguidamente,
para la preparacion de la nanocelulosa se hidrolizaron 5g de celulosa en 100mL de H2SO4al 60%
(p/v) a una temperatura de 45°C y velocidad de agitacién de 500 rpm durante 75min.
Posteriormente, se afiadié agua destilada y se lavo usando centrifugacion continua. Luego
continud la didlisis con agua destilada hasta llegar a un pH constante de 7. Al terminar, se sonicd
en un bafo de hielo y se mantuvo a el sistema a 4°C. Para la preparacion de los nanocompuestos
se tuvo en cuenta soluciones de PVA al 5%, las cuales se prepararon por disolucién en agua
destilada a 90°C y agitacion durante 12h. Posteriormente, se afiadio el 0 (PVA), 2 (PVA/CNC2),
4 (PVAICNC4), 6 (PVA/CNCS6), 8 (PVA/CNC8) y 10% (PVA/CNC10) en peso de CNC y se
continué agitando durante 3h mas, para mezclar completamente los componentes. La suspension

se sonico durante 15min para eliminar burbujas presentes. Finalmente, se vertieron en una placa
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de 6 puestos y se congelaron a -20°C durante 12h, seguidos de tres ciclos de congelacién (—20°C
por 12h) y descongelacion (25°C por 4h) para luego ser liofilizadas al vacio a —80°C durante 3

dias.

Las propiedades térmicas de los nanocompuestos fueron analizadas mediante un analizador
TGA. Por otra parte, para la caracterizacion morfoldgica se us6 SEM y TEM. Por otro lado, se
registraron los espectros FTIR de las muestras a temperatura ambiente usando un accesorio de
reflectancia total atenuada en el rango 500-4000cm™. Para el estudio de la estructura cristalina de
los nanocompuestos se empled DRX. La cristalinidad relativa se calculé utilizando la siguiente

ecuacion Ciolacu et al. (2010):

. .. . area de cristalinidad
Cristalinidad relativa (%) = x 100

area total

Ecuacion 2. Porcentaje de Cristalinidad Relativa segun Ciolacu et al., 2010.

En la investigacion propuesta por Marcondes et al., 2020, se realizé la hidrdlisis iniciando
con un pretratamiento el cual se baso en la recoleccion del BCA, luego se someti6 a un
proceso de molienda obteniéndose particulas de 6nm o menos. Ademas, utilizaron la celulosa
kraft blanca de fibra corta (BEKP) como control. Posteriormente se realizo un lavado al BCA
molido en un recipiente de reaccion a 80°C por 30 min. Por otra parte, para la deslignificacion
usaron 50g de BCA y se afiadio NaOH al 1% a 100°C durante 1h, luego se filtrd y se lavo con

agua destilada. La lignina se recuperd mediante precipitacion acida y se le afiadi6 acido
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fosforico (H3POa4) hasta que su pH fuese 2, luego se lavo hasta que el pH fuerade 4y
finalmente la lignina precipitada se seco a 50°C y se pesd. Seguidamente se realizo el proceso
de blanqueamiento afiadiendo CH3COOH y NaClO; para obtener una concentracion final de
2% vip, luego la reaccion se llevo a cabo a 75°C por 2 h'y el material final se filtré y se lavo.
Finalmente, para el aislamiento de las CNF, cada pulpa obtenida anteriormente se diluyo con
agua destilada para alcanzar un volumen final de 1L y una concentracion del 0,65% p/p. La
preparacion de la muestra para el analisis de DRX, consistio en secar el material celulésico en
un horno de circulacion de aire a 33°C durante 24h. Cada muestra seca se coloco en un
portaobjetos del microscopio y se analizo en el difractometro. Todas las medidas en el DRX se
realizaron por triplicado. Se utilizaron dos métodos diferentes para determinar el Crl del CNFs
se empled el método de ajuste de altura de pico (CRIH), determinado mediante la ecuacion 1,
que hace uso de los datos DRX ajustados para calcular Crl siguiendo de la otra ecuacion 3 de
Park et al., 2010, donde 1002 es el pico alrededor de 26 = 22,5 ° y Iam es el minimo alrededor

de20=18"°.

%Cr] = YPicos cristalinos 100
orTh= XTodos los picos *

Ecuacion 3. Porcentaje de Cristalinidad segtn Park et al., 2010.

Los andlisis de termoestabilidad de los CNF se realizaron utilizando un analizador térmico
(DST-Q600, TGA-TA Instrument) en atmdsfera inerte (N2, caudal 100 mL / min), con una

velocidad de calentamiento de 10°C/min y un rango de temperatura de 30 a 600°C. Las



65

muestras se prepararon a partir de peliculas de los materiales celuldsicos secados en horno a

30°C durante 24 h (la humedad del material no se considero en el analisis).

La deslignificacion de la fibra del bagazo de cafia de azucar (FBA) es importante a la hora de
realizar la hidrolisis &cida, ya que permite eliminar sustancias extrafias y asi obtener una celulosa
mas pura como en el caso de Gan & Chow, 2018, donde el BCA fue triturado y secado a 80°C en
una solucion de NaOH al 4% durante 4h. Para obtener un pH 4, la solucion se ajusté agregando
de 10 a 15 gotas de CH3COOH. Luego, la celulosa blanqueada se lavé con NaOH acuoso al 5%
y posteriormente con agua desionizada para alcanzar un pH neutro. La celulosa obtenida se dejé
secar a temperatura ambiente y se moli6 para obtener un polvo fino. Posteriormente la hidrolisis
ya deslignificada se hidrolizé utilizando una solucion de H>SO46M y de H3PO4 11M por 30min
a 55°C con agitacionconstante, el sistema se enfrid a temperatura ambiente y se centrifugo.
Seguidamente, se lavaron con agua destilada y se centrifugaron a 3000r min. A continuacion, se
dejo que la suspensidn coloidal se sometiera a un proceso de dialisis utilizando agua ultrapura, la
cual se llevo a cabo hasta lograr la suspension coloidal a pH 4. Brevemente los CNC obtenidos
se liofilizaron y se disolvieron junto con el 4cido polilactico (PLA) en cloroformo, luego ambas
soluciones se mezclaron y se vertieron en las placas de Petri. A continuacion, se seco el
PLA/CNC durante 24h a temperatura ambiente. EI compuesto PLA/CNC se prepar6 afiadiendo
un 10% en peso de CNC en PLA. El codigo de material CNC tratados se designaron de la
siguiente manera: PLA/H2SO4 (S-CNC) -10 denota que se introdujo un 10% en peso de S-CNC
en PLA, mientras que PLA/H3PO4 (P-CNC-10) represento el 10% en peso de CNC que se agrego
al PLA. Por otra parte, la caracterizacion de la morfologia fue mediante un microscopio

electronico de transmision con filtrado de energia (EFTEM) donde se depositd una gota de



66

celulosa diluida mediante suspension de agua al 0,1% (p/p) sobre una rejilla de cobre de malla
cuadrada 400 y se dejo secar durante 3min. Luego, las muestras se tifieron negativamente con
acetato de uranilo al 1% (UO> (CH3COO),) durante 1min y se examinaron usando TEM.
Ademas, el analisis FTIR se registr6 en un rango de 550-4000cm™ con una resolucion de 4 cm™,
Se analizaron muestras de FBA, celulosas microcristalinas de BCA extraidas (SBMCC), CNC
obtenidas de ambos tipos de acido y compuestos PLA/CNC. De igual manera se determino las
propiedades térmicas de los CNC en la cual se caracteriz6 el comportamiento de descomposicion
térmica de nanocompuestos FBA, CNC y PLA/CNC (aproximadamente 10 mg) utilizando un
analizador termogravimétrico con un rango de temperatura de 30-600°C a una velocidad de

calentamiento de 20°C min™.

Miranda et al., 2017 utilizaron el BCA, utilizado como materia prima, la cual fue
proporcionado por Edras Ecosystems y fue clasificado como B3 y médula (clasificacion de tipo
B3> 15 mm y médula <3 mm (polvo)). La composicion quimica del BCA fue celulosa, 39%;
hemicelulosa, 27%; y lignina, 21% obtenida siguiendo los procedimientos de Tappi, 1999. Los
nanocristales de celulosa del BCA fueron obtenido pulpando con sosa, NaOCl y H>O», adaptado
de Rosa et al., (2010). Ademas, el BCA fue pretratado y/o blanqueado con NaOH, NaClO,
CH3COOH, H202 y HNOs3, para romper la estructura lignoceluldsica y eliminar la lignina 'y la
hemicelulosa. Los nanocristales fueron obtenidos mediante la reaccion de hidrolisis de las pulpas
blanqueadas utilizando H2SO4. Ademas, determinaron el contenido de lignina en la fibra de BCA
por reaccion con H2SO4 al 72% (p/p) de acuerdo con la norma TAPPI T 222 om-88 (Tappi,
1999). El contenido de celulosa se determind a partir de la holocelulosa (celulosa +

hemicelulosa) de la fibra de BCA, y la extraccion de la hemicelulosa la realizaron con NaOH
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segun el método descrito por Morais et al. (2010). Todas las determinaciones se realizaron con

tres repeticiones, y los valores finales fueron representados por la media.

Estudios realizados por Gond & Gupta, (2020), Para aislar las nanofibras del BCA. En primer
lugar, el residuo del BCA se lavo para eliminar cualquier tipo de polvo y luego se seco a la luz
del sol durante 24 horas, por lo que se mantuvo en horno de aire caliente a 80°C durante 8h para
completar eliminacién de la humedad. Las fibras secas se cortaron en tamafio pequefio hasta 5
mm para un pulido suave. Posteriormente, se cortaron las fibras y se trituraron con un molinillo
(Sujata, India, 900 W, 22000 rpm), y luego se separaron las particulas molidas en un tamafio

pequefio uniforme de 15 pm utilizando un agitador de tamiz.

Para el tratamiento, se prepard una solucién de Bicarbonato de sodio NaHCO3 usando una
concentracion del 10%p/v y luego las microparticulas tamizadas se sumergieron en la solucién
durante un tiempo de 96 horas, posteriormente se realizé un lavado con agua destilada con ayuda
de un pafio para eliminar el exceso de iones de sodio. Ademas, las particulas tratadas se secaron
a una temperatura de 60°C durante 8 horas en un horno de aire caliente. Finalmente, las
particulas tratadas se trituraron a 1500 rpm durante 30 minutos cada una varias veces para
convertirlas en tamafio nanomeétrico luego las particulas se tamizaron nuevamente para obtener

su tamafio uniforme para el analisis del tamafio de particulas.
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El analisis morfologico de la superficie de no tratados, tratados, y nanofibras de BCA se
examino utilizando un microscopio electronico de barrido por emision de campo (FESEM), antes
de la observacion, se rocié una fina capa de oro sobre la superficie del espécimen usando un

recubrimiento de pulverizacion catddica para hacerlos conductores.

El comportamiento cristalino de las sustancias no tratadas, tratadas y nanofibras de BCA
fueron examinadas por rayos DRX. ElI CRI y el grado de cristalinidad se calcularon utilizando el

método de Segal como se observa en la ecuacion 1 (Segal et al., 1959).

El BCA se observo mediante andlisis FTIR utilizando Instrumento FTIR (Bruker, Tensor-27).
La muestra fue preparada mezclando 2 mg de nanofibras y 200 mg de KBr y luego se secé a
90°C durante 2 horas en aire caliente. El analisis se realiz6 en las muestras preparadas en la
longitud de onda rango de 500 a 4000 cm® con una resolucion de 5 cm™. Estas muestras también

fueron analizadas por TGA.

Otros autores como Hong et al., (2017) llevaron a cabo la preparacion de CNF a partir de
BCA. El procedimiento para ello consistio en que la fibra BCA se traté en un vapor contintio
disefiado en laboratorio en donde se mezclaron 5 kg de BCA con una cantidad de agua
desionizada hasta alcanzar el contenido de humedad 45%. Luego, la fibra himeda fue tratada en
con vapor. La fibra sometida al vapor fue nombrada como CSE-BCA. Posteriormente se aplicd
un tratamiento hidrotermaico catalizado por alcali diluido a CSE-BCA, para eliminar materiales

aglutinantes como hemicelulosa y lignina. 20 g de CSE-BCA, se mezclaron 400 mL de solucién
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de NaOH 0,1 M en un reactor de acero inoxidable. La mezcla se agité uniformemente y el
reactor luego se selld y se calentd a 200°C durante 30 min en un bafio de aceite. Luego se separo
la fibra, se lavo con agua desionizada hasta alcanzar un pH de 7 y se liofiliz4. La fibra obtenida
siguiendo este paso se refiere como CSE-BCA-H. A modo de comparacion, bca también se corto
en fragmentos de 1-2 mm, tamizado con malla 40 y tratado por el mismo proceso, ty es conocido

como BCA-H.

Para los analisis de FTIR, el liofilizado y la muestra de fibra y KBr se mezclaron en cierta
proporcién y posteriormente finamente pulverizados en un mortero de agata y comprimido para
formar un disco. Los comportamientos reolégicos de las suspensiones de fibra se estudiaron
mediante un redmetro de tension controlada (Anton paar MCR 302, Austria), con geometria
cilindrica (ST24-2D). Se realizaron barridos de deformacion para determinar la region
viscoelastica lineal de las muestras. Los barridos de frecuencia se llevaron a cabo de 0,1 a

100rad/s a una amplitud de deformacién de 0,25, segun los barridos de deformacién.

La morfologia y estructura de las CNF fueron observadas por TEM. La suspensién de CNF se
diluy6 con agua desionizada, y luego se sonico en un bafio de agua con un sonicador a 100 W
durante 1 h. Una gota de esta suspension diluida se deposit6 sobre una rejilla de revestimiento de
carbono y se dejo secar a temperatura ambiente. Se recopilaron imagenes TEM a una tensién de

aceleracion de 200 kV.
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La cristalinidad de las fibras después de diferentes etapas de tratamiento fue determinada por
DRX. Las muestras liofilizadas se comprimieron para formar discos de 10 mm de didmetro.
Posteriormente se obtuvieron los difractogramas de las muestras. Finalmente, se calcul6 el Crl de
las fibras (Segal et al., 1959). Ademas, los analisis de TGA se realizaron a las muestras

liofilizadas y trituradas para obtener polvos finos.

En estudios realizados por Kardam et al., (2017), el BCA se recolecto, se lavé con agua y se
secd en un horno. EI BCA se blanqued con NaOH, seguido de lavado y reflujo con NaClOa. La
celulosa generada se filtrd, se lavo con agua destilada y se centrifug6 a 3500rpm a temperatura
ambiente. La celulosa aislada se someti6 a hidrdlisis alcalina seguida por hidrdlisis acida. Los
estudios morfoldgicos de los materiales preparados se llevaron a cabo utilizando las técnicas de

SEM y TEM. Ademés, las muestras fueron caracterizadas por TGA.

Trabajos reportados por Rahimi et al., (2019) para la extraccion de la celulosa, el bagazo se
molid en polvo, se seco y se desparafind con una mezcla de tolueno- etanol (2:1, v/v) en un
aparato soxhlet durante 2 h. Las fibras desparafinadas se secaron en un horno a 60°C durante 16h
para eliminar componentes solubles en agua y las impurezas restantes, las fibras desparafinadas
fueron filtradas y lavadas con H>O a 50°C hasta pH neutro. Luego, las fibras lavadas se
deslignificaron utilizando NaClO> al 1,3%, para cubrir las fibras a pH 4. El pH fue controlado
mediante la adicién de CH3COOQOH, para eliminar la hemicelulosa, las fibras deslignificadas
fueron tratadas con una solucion de NaOH al 10% y KOH al 10% a temperatura ambiente segin

el procedimiento descrito por (Liu & Col, 2006 citado por Rahimi et al., 2019). Finalmente, la
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celulosa extraida se lavo con etanol y agua destilada y luego se seco a 60°C en un horno durante
16h. Por otra parte, en el caso de la produccién de nanofibras de celulosa hidrofobas, la celulosa
extraida fue modificada quimicamente por acetilacion antes de mezclar. Ademas, 10 g de la
celulosa extraida sin modificar, se cubrié con 100 ml de anhidrido acético (Ac20) (98%)y 0,5 g
de piridina a 100°C durante 4h. Finalmente, las fibras de celulosa acetiladas se secaron a 100°C
durante 60 min y se almacenaron a temperatura ambiente. Posteriormente, los materiales

obtenidos fueron caracterizados por andlisis FTIR, FE-SEM, DRX y TGA.

Estudios realizados por Reshmy et al., 2020 el BCA se cort6 primero en trozos mas pequefios
con aproximadamente 2 cm de largo y se secaron al sol durante 2-3 dias. La fibra seca se empap6
en una solucion de NaOCl al 2% (1 a 10g/mL) en autoclave a 110-120°C y una presién de 15Ib
por 60 min para conseguir un blanqueo eficaz. Se realiz6 una explosion de vapor el cual
consistié en un proceso de autohidrolisis que puede escindir facilmente enlaces glucosidicos,
enlaces B-éter de lignina y complejo lignina-carbohidrato y también conduce a una modificacion
quimica menor de la lignina y carbohidratos. La fibra blanqueada se calenté con CH3COOH al
45% y de HNOs al 20% (1: 8: 2g/mL) a 120°C durante 20 min. Posteriormente, el material se
calent6 (70-80°C) con agitacion constante durante 60 min en presencia de CH3COOH al 45%, y
unas gotas de H2S04 (0.5g/mL), luego se lavo con agua destilada para obtener celulosa de alta
pureza. Las fibras se separaron en presencia de agua destilada, se filtraron y se enjuagaron hasta
alcanzar el pH neutro. La suspension de celulosa resultante se conservo para su posterior
caracterizacion y procesamiento. Posteriormente, se prepararon peliculas delgadas utilizando el
método de casting, La pelicula de control (0G: 100NC p/v) se prepar0 a partir de 100 mL de

solucion madre NC (1,5 g de contenido NC en suspension de 100 ml) a 7500 rpm durante 10 min
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a temperatura ambiente. Luego, la solucidn se vertio en una placa recubierta de teflon. y se secé
a 55 °C (aproximadamente 24h). La pelicula seca fue luego almacenada en bolsas de polietileno
y se guardo en los desecadores. Los materiales obtenidos fueron caracterizados por analisis de

FTIRy DRX.

Estudios realizados por Saelee et al., (2015) Las fibras SE-SCB se trataron con diversas
concentraciones de xilanasa (5, 10, 15y 20U/g, donde una unidad (U) se definié como la calidad
de enzima requerida para liberar 1 micromol de xilosa equivalente por minuto a 50°C). Las fibras
SE-SCB se mezclaron con una cantidad adecuada de enzima diluida utilizando una proporcion
de fibra a liquido de 1:10, y luego se incubaron a 50°C bajo agitacién constante durante 1h.
Después del periodo de incubacion, las muestras se lavaron con agua destilada y se secaron en un
horno de circulacion a 55°C durante 24h, posteriormente se realizo el proceso de blanqueo con
1,4% (p/v) NaClO.. Las fibras se colocaron en matraces erlenmeyer de 250 ml usando el liquido
inicial a la relacion de fibra de 10:1, y luego se blanquearon con 1,4% (p/v) de NaCIO>
mantenido a pH 4 ajustando la soluciéon con CHzCOOH. El sistema se mezcl6 y se incubé a
70°C en un bafio de agua. Finalmente, las muestras fueron anélizadas por FTIR, DRX, TGA 'y

microscopia de fuerza atdbmica (AFM).

En el caso de Tien et al., (2017). EI BCA se lav6 con agua para eliminar los residuos, seguido
de un proceso de secado a 55°C durante 24 h. Se pretrat6 el BCA seco utilizando una maquina de
explosion de vapor (Nitto Koatsu 2.5L, Japon) a una presién de al menos 1.3 MPa (190°C) porl5

minutos. Luego, el bagazo tratado con vapor fue digerido usando xilanasa, a 20 Ug-1 (relacién
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solido-liquido 1:15 (w /v)), bajo agitacion. El experimento se llevo a cabo en 50°C durante 2 h
(Saelee et al., 2016). La fibra blanqueada fue obtenida después de tratar con solucién de NaClO>
al 1,4% (p/v) a pH 4 que se ajusté mediante la adicion de CH3COOH a 70°C durante 6h (Mandal
y Chakrabarty 2011). Se agregé NaClO, y CH3COOH cada hora hasta que se obtuvo una fibra de
color blanco. La suspension resultante se filtré y se lavo con agua destilada hasta que el pH

alcanzé entre 6-7. Las muestras fueron analizadas por FTIR, DRX 'y TGA.

Otros estudios realizados por Treasure et al., (2018) como primer paso el BCA se calenté en
presencia de agua (4 horas). Posteriormente se sumergié en NaOH al 4% durante 4 horas,
seguido de tratamiento con soluciones de NaCIlO (al 4%) y NaOH (al 2%) (4 horas) a 100°C
antes de lavar con agua destilada hasta pH neutro. El producto final se sec6 a temperatura
ambiente durante 2 dias. A partir del paso anterior, como segundo paso se acidifico 4% de
hipoclorito de sodio NaClO con CHsCOOH a pH 4. Posteriormente como tercer paso, se utilizo 2
y 1% de NaOH y por altimo se utilizo, 0,7% de NaClO2 acidificado con CHs:COOH a pH 4.
Como cuarto paso, se elimino el ultimo escalén. El paso adicional se agregd después de paso de
hipoclorito de sodio, en el que la muestra se trat con 5% sulfito de sodio (Na2S03) a 100°C

durante tres horas. Los materiales obtenidos fueron caracterizados por FTIRy TGA.
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Figura 2. Resultado DRX obtenido por Rahimi, 2019.
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Figura 3. Resultado DRX obtenido por Reshmy et al., 2020.

Segun Marcondes et al., 2020, en los resultados obtenidos del anélisis de DRX, el contenido
del Crl fue de 74% para la CNF de BCA 'y 79,8% para la pulpa control, dado que la estructura de
celulosa en las nanofibrillas no siempre es puramente cristalina, esto se debe a la presencia de
diversos dominios menos organizados que son denominados amorfos. Por otra parte, en la
hidrolisis &cida con H3POs del estudio realizado por Slavutsky & Bertuzzi, (2014), los resultados
de DRX de las CF y CNC obtenidas a partir de BCA, permitieron evidenciar una mezcla de
polimorfos de celulosa I (picos tipicos a 2\~15° y 22°) y celulosa II. Ademas, observaron que el
angulo de contacto y la energia superficial fueron alterados por la incorporacion del CNC,
indicando una fuerte interaccion entre las cadenas de CF y el CNC. Asi mismo, la formacién de
enlaces de hidrogeno entre ellos redujo la interaccion entre el agua y la superficie de la pelicula.
Segun Cao et al., (2008) citado por Slavutsky & Bertuzzi, 2014, la mejora observada en el
caracter hidréfobo de las peliculas con adicién de CNC esta relacionada principalmente con las

propiedades altamente hidréfobas de los cristales de nanocelulosa.
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Segun Coelho et al., 2018, en los difractogramas de DRX de IB y las nanoparticulas de
celulosa que obtuvieron bajo diferentes condiciones de hidrdlisis lograron evidenciar que todos
los difractogramas contenfan dos picos intensos, uno a 16° y el otro a 22°. El pico a 2\ entre 16-
20° corresponde a planos cristalograficos, picos superpuestos (110) y (110), caracteristicos de los
materiales cristalograficos semicristalinos, como las fibras lignoceluldsicas. El pico a 26=22°
corresponde al plano (200), caracteristico del polimorfismo de celulosa cristalina I (Martins et
al., 2011; francés, 2013 citado por Coelho et al., 2018). Se puede ver que la posicion de los picos
no esta totalmente de acuerdo con valores tedricos para los planos cristalinos (110), (110) y (200)
a 26=14.88°, 16.68° y 22.9° respectivamente. Segun French (2013) citado por Coelho et al.,
2018, el desplazamiento que observaron de los picos se puede atribuir a variaciones de tamafio
que dan como resultado diferentes fuerzas de compresion de largo alcance sobre los cristales y
las celdas unitarias. Los dos picos a 26 cerca de 16° se ven mejor en patrones DRX de fibras
lignocelulosicas con alto contenido de celulosa, como Curaua y algodén (Ornaghi Jr, Poletto,
Zattera'y Amico, 2014 citado por Coelho et al.,2018). Por otra parte, para fibras lignocelul6sicas,
como en el caso de las fibras IB, detectaron la presencia de un solo pico. Los picos se
superpusieron porque la celulosa esta oculta por componentes amorfos y no celulésicos como
lignina, hemicelulosa y celulosa amorfa (Spinacé, Lambert, Fermoselli y Paoli, 2009 citado por
Coelho et al., 2018). Valores del indice de cristalinidad (Crl), tamafio de cristalito perpendicular
a cada uno de los tres planos principales (L) y la distancia interplanar (espaciado d) para cada
plano cristalografico. Los planos cristalograficos (110), (110), y (200) se identifican con los

indices 1, 2 y 3, respectivamente.
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Miranda et al., 2017 utilizaron la cristalinidad de las fibras de BCA en diferentes etapas de
extraccion en donde lo estudiaron mediante DRX. EI Crl fue calculado a partir de la altura del
pico 200 (1200 = 22,6 °), y la intensidad minima se calcul6 entre los 200 y 110 picos (lam = 15.5
°) usando la ecuacion de Segal (Ecuacion 1). En donde tuvieron como resultados que la
cristalinidad para la cafia de azlcar fue de 17%, y los materiales pretratados presentaron indices
de cristalinidad entre 19% y 49%. Después del tratamiento, hubo un aumento en el grado de
cristalinidad. Esto pudo ser debido a la pérdida de gran parte de la hemicelulosa y lignina por
disolucion, aumentando asi el contenido cristalino (Zaini et al., 2013 citado por Miranda et al.,

2017).

Santucci et al., 2016 indica los valores del indice de cristalinidad (Crl) de muestras sin
refinar, refinadas de Bauer y NFC para todos los procedimientos de despulpado. La disminucion
de Crl con el refinado mecénico corrobora estudios realizados entre estabilidad térmica y
cristalinidad. Ademas, de la primera etapa relacionada con la pérdida de agua, la degradacion
térmica de las muestras de NFC de las pulpas no blanqueadas ocurre en dos eventos de pérdida
de peso. En cuanto a la eliminacién de componentes amorfos se confirma por el aumento de
hasta un 19% en Crl de las muestras de NFC con respecto a las muestras refinadas. El
tratamiento enzimatico genera asi materiales con mayor estabilidad térmica. Mientras tanto, HIS
promueve la nanofibrilacion modificando la morfologia sin afectar la composicion quimica, la

estructura cristalina o la estabilidad térmica (Chen et al., 2011).
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Augusta et al., 2018 observaron microfibrillas de celulosa no vistas anteriormente. Después
del tratamiento con H2SQOj4, observaron que las microfibrillas de celulosa eran casi el doble del
ancho de la muestra pretratada con alcali a la temperatura de 160°C. Tal agrandamiento
contribuyd a un mayor contacto entre las cadenas de celulosa, con un alineamiento posterior de
moléculas, como lo indican los la difractogramas obtenidos por DRX. El proceso de
deslignificacién tuvo poco efecto en la disposicion local de tamafio nanométrico de las moléculas
de celulosa. Sin embargo, la rigidez y la alineacion paralela de las microfibrillas de celulosa se
degradaron parcialmente. Estos cambios fueron seguidos por el eventual hinchamiento de las
paredes celulares de las fibras. Ademas, en la investigacion realizada por Meesupthong et al.,
2020, se evidenciaron valores de Crl para BCE de 35,02%, el cual aumenté a 47,15% después
del pretratamiento alcalino, y se incrementd atn mas después del pretratamiento enzimatico con
xilanasa a 50,19% lo indicé que el pretratamiento con xilanasa elimind la hemicelulosa presente
y algo de lignina, pues se creia que la accién de la xilanasa en este caso proporcionaba mejores
condiciones. En comparacién a lo anterior para el caso de Lépez et al, 2016, se obtuvo un
porcentaje de cristalinidad de la celulosa obtenida del BCA de 55+2%, debido al probable
contenido de algunos residuos de hemicelulosa o lignina que pueden ser una causa por la que
contribuyen ligeramente a una menor cristalinidad en la celulosa de BCA.

Resultados realizados por Grond & Grupta, (2020), los patrones de DRX en términos de
intensidad contra 26 de (BF), BCA tratado con NaHCOs (BFT) y nanofibras de BCA (BFN), los
picos de intensidades mas altas de BF, BFT y BFN se observaron alrededor de 2\=22°, lo que
indica el plano cristalografico de celulosa (200). La mayor intensidad fue mostrada por BFN
seguido de BFT, que indica celulosa mejorada en cuanto a contenido. Los difractogramas de BF,

BFT y BFN representaron dos picos cristalinos principales alrededor de 22° y 16° de 26, que es



79

la principal caracteristica de la celulosa. Asi, se podria concluir que las fibras, incluidas las
nanofibras, tienen cristales de celulosa. Por lo tanto, los valores mas altos de Crl y el grado de
cristalinidad se observaron para BFN seguido de BFT y BF. Al comparar con BF, hubo 12 y
53% de mejora en el Crl respectivamente para BFT y BFN. Un alto valor de Crl imparte la alta
resistencia a la traccién y modulo, y alta tenacidad y punto de fusién (Chandra et al., 2016 citado
de Gond & Grupta, 2020). Por tanto, se puede concluir que las nanofibras actuales, que tienen
alta cristalinidad, podria proponerse para ser utilizado en aplicaciones de alta resistencia (Gond
& Grupta). Por otra parte, estudios realizados por Hong et al., (2017), reportaron que los
difractogramas de BCA, CSE-BCA, CSE-BCA-H y CNF contenian picos fuertes a 2\ entre 16 y
22,4°. Estos picos indicaron que la morfologia cristalina de la celulosa no cambio durante el
tratamiento, pero que la cristalinidad de la fibra fue mejorando. Los valores de Crl de SCB, CSE-
SCB, CSE-SCB-H fueron respectivamente 55.1, 58.0, 68.4%. El CRI de la fibra aumentd durante
cada etapa de tratamiento, porque cada etapa elimind progresivamente los constituyentes no
celulésicos (Chandra et al., 2016 citado por Hong et al., 2017). Algunos estudios informan que la
cristalinidad de la fibra se puede aumentar a> 90% mediante procesamiento quimico (Xiang et
al., 2016). Sin embargo, el Crl méaximo obtenido para las fibras en el estudio actual fue del
73,6%, lo que represent6 un incremento del 18,5% respecto al de la materia prima, Esta
conclusion fue apoyada por las imagenes TEM, que mostré que las nanofibras finales tenian una
relacion de aspecto alta y una red fina como estructura. EI Crl de los CNF finales fue del 71,2%,
pero exhibio un 2.4% mas bajo que CSE-SCB-H-B, esta reduccidon fue principalmente debido a
la fuerza mecénica durante la nanofibrilacion a alta velocidad de dispersion y ultrasonidos. En el
caso de Rahimi et al., (2019), Los resultados mostraron que el bagazo tenia una cristalinidad

inferior al 40% en comparacion con CNF, esto se atribuyo a la eliminacion de componentes
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amorfos durante la produccion de CNF. EI Crl del CNF no cambi¢ sustancialmente con el
tiempo de mezcla o con acetilacion. EI Crl de CNF acetilados fueron 63, 63 y 65% durante y los
no acetilados fueron 75, 65y 68%. En general, los resultados del estudio de DRX sugieren que la
cristalinidad de CNF no es influenciada negativamente por la mezcla o por acetilacion, estos
resultados se asemejan a los obtenidos por Reshmy et al., (2020) en donde se puede observar en
la figura 2 los picos de mayor intensidad obtenidos confirman el mayor grado de cristalinidad de
NC debido a la eliminacidn efectiva de componentes no celuldsicos de la fibra. Ademas, se
encontrd que tanto los picos cristalinos como los amorfos estaban presentes en el espectro DRX.
Asi mismo, se encontrd que el espaciado fue 5.620 para el pico a 15.76°, 3.7 para el pico a 22.3°
y 4.6 para pico a 25,8°. Los picos cristalinos agudos a 15,76 °, 22,3° y 25,8° correspondieron a
los planos de reflexion (101), (022) y (002) (Salama et al., 2016; Mayti et al., 2017 citado por
Reshmy et al., 2020). Los tratamientos acidos produjeron NC mas cristalino y son confirmados
por los picos cristalinos agudos en los difractogramas de XRD (Widiarto et al., 2017 citado por
Reshmy et al.). El Crl se calcul6 utilizando la ecuacion empirica segal y se encontr6 un
porcentaje de 66,106%. Para el caso de Saelee et al., (2015) EI Crl de BCA fue del 59,52%, que
disminuyd ligeramente al 57,58% después de la explosion de vapor. Después del pretratamiento
con xilanasa, el Crl de las fibras aument6 de 57,58% a 62,91%. Estos hallazgos estuvieron de
acuerdo con resultados previamente publicados que demostraron que el pretratamiento con
xilanasa aumenté la cristalinidad de la pulpa de eucalipto (Roncero et al., 2005 citado por Saelee
et al., 2015). Sin embargo, estudios realizados por Tien et al., (2017), mostraron de cada tipo de
fibra exhibi6 picos alrededor de 2\ = 16 y 22,5 asignados a planos (110) y (200), esto se atribuyé
a los polimorfos de la celulosa | (Klemm et al. 2005 citado por Tien et al., 2017). Una mayor

tendencia hacia la cristalinidad después de cada etapa de tratamiento confirmo la eliminacion de
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hemicelulosa y lignina, con cifras de 49,36 + 0,81% para fibra explotada con vapor y 51,23 +
0,98% para fibra tratada con enzimas. La fibra blanqueada registré 56.06 £ 1.01% de Crl, la cual
fue mayor que para la fibra sin tratar (47,38 + 1,18%) debido a la eliminacidén de componentes
no celulosicos (Saelee et al., 2015). EI H2SO4 mejor0 la cristalinidad de los CNC (68,54 +
1,30%) en comparacién con la fibra blanqueada y esto puede ser interpretado como incremento
en la degradacion de dominios amorfos durante la hidrolisis acida (Azizi Samir et al., 2004

citado por Tien et al., 2017).
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Figura 4. Resultado FTIR obtenido por Tien et al., 2017.
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Figura 5. Resultado FTIR obtenido por Lopez et al., 2016.

En investigaciones realizada por Coelho et al., 2018 los espectros FTIR de IB y las
nanoparticulas de celulosa que obtuvieron bajo diferentes condiciones de hidrdlisis, se
observaron dos regiones de absorcion principales en los rangos de 2800-3600 cm™* (vibraciones
de estiramiento de enlaces O-H, C-H, etc) y 750-1750 cm™ (vibraciones de estiramiento y
flexién de enlaces C-H, C-O, C-O-C, etc) (Salee et al., 2016; Wang, Shankar, & Rhimy col.,
2017; Shankar y Rhim, 2016; Kargarzadeh et al., 2015). En general, el analisis del espectro FTIR
reveld que no se observaron cambios importantes entre las nanoparticulas de celulosa obtenidas
bajo diferentes condiciones de hidrolisis. Ademas, mostraron un patrén similar, que es similar al
patron de espectro reportado para los nanowiskers de celulosa obtenidos de kenaf (Kargarzadeh

etal., 2012) y lino (Qua et al., 2011) citado por Coelho et al., 2018.
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A diferencia de los anteriores, en los espectros FTIR de pulpa de bagazo, BCFy TOBCF
observados en la investigacion de Lu et al., 2020, se evidencio para las tres muestras una banda
fuerte a 3347cm™ correspondiente a la vibracion de estiramientodel enlace O-H (grupos OH).por
tal motivo se determind que no hubo diferencias significativas entre los espectros FTIR de la
pulpa de bagazo y el BCF, lo cual se atribuy6 a que el triturado mecanico no afecto la estructura

quimica de la celulosa del bagazo.

Los resultados de los espectros FTIR reportados por Meesupthong et al., 2020, evidenciaron
un pico intenso a 3200-3500cm en todas las muestras, lo que indico la presencia de grupos OH
(O—H) de celulosa, hemicelulosa y lignina en fibras sin tratar, tratadas y blanqueadas. De igual
forma, se evidencio para todas las muestras la vibracion caracteristica de estiramiento del enlace
C-H a alrededor de 2919cm™, apartir de ello se logré identificar las posibles diferencias y
similitudes en las fibras después de las diferentes etapas de tratamiento. Por otra parte, en la
figura 4, se observa los resultados del estudio de Lépez et al., 2016 los cuales fueron muy
similares donde se observo un pico a 3490cm?, atribuido a las vibraciones de estiramiento,
caracteristicos de los grupos OH presentes en la celulosa. Y para la vibracion de estiramiento de
los enlaces C-H si se diferencié un poco pues la intensidad de la banda fue a 2900cm™. Ademas,
se observd un pico a 800cm™ lo que indica que se elimino gran parte de la hemicelulosa y se

atribuyd al estiramiento de los enlaces C-O-S debido al proceso de hidrolisis con H2SOa.

Los espectros FTIR de todas las fibras y nanofibras obtenidas por Grond & Grupta, (2020),

exhibieron una amplia banda de absorcion en la region de 3343 a 3413 cm™. (Mandal et al.,
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2011., Chandra et al., 2016., Li et al., 2014 citado por Gond & Grupta, 2020). En esta region, se
encontrd un pico mas agudo para las nanofibras en comparacion con otros, que podrian deberse a
una estructura mejorada de celulosa después de la eliminacion de componentes no celulésicos.
Ademas, se observaron otros picos para todas las fibras alrededor 2918 cm™. Por otra parte, en
todos los espectros se observé un pico alrededor de 1636 cm™ (flexion del enlace O-H), lo cual
indico la presencia de agua absorbida. Los picos en la region 1035 a 1044 cm™ muestran la
vibracion de los enlaces C-O- C del anillo de piranosa. Ademas, tambiéen se detectaron picos en
alrededor de 1370 cm™ para todas las fibras los cual fue atribuido a la flexion de vibracion de
enlaces C-O y C-H. Ademas, se observo un pico a alrededor de 1735 cm™ en la muestra BF
correspondiente a la vibracién de estiramiento del grupo carbonilo del grupo acetil y urénico de
hemicelulosas y ligninas (Grond & Grupta). Sin embargo, en estudios realizados por Hong et al.,
(2017), observaron cambios en la composicion quimica de las fibras después de diferentes etapas
de tratamiento y cambios en la composicion quimica de las fibras durante el procesamiento. Los
espectros FTIR mostraron que no se introdujeron nuevos grupos funcionales en las fibras durante
los procesos de tratamiento, y por lo tanto no se evidenciaron impurezas durante el
procesamiento. Los espectros de SCB y CSE-SCB fueron comparables, excepto por una ligera

reduccion en las intensidades de los picos a 1733 y 1256 cm ™! para CSE-SCB, los cuales ya

fueron previamente atribuidos en esta discusion. Esto indicé que la explosion continua de vapor
causo una disminucion en el contenido de hemicelulosa y que el blanqueo elimind los materiales
aglutinantes residuales, conduciendo a un aumento en el contenido de celulosa de la fibra. Otros
estudios realizados por Rahimi et al., (2019) emplearon la acetilacion de la celulosa en donde los
resultados identificaron que CNF30 acetilado presentd picos en el rango 1740-1745, 1235-1240

y a 1369 cm™. El pico centrado en 1740-1745 cm™ fue asociado con grupos carbonilo. La
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absorbancia de los picos caracteristicos de grupos acetilo (CH3COO-) y metilo (-CHz) estaban
representados respectivamente en el rango de 1235 a 1240 cm™ y 1369 cm region™ (Cerqueira y
Meireles 2007; da Cruz et al., 2000; Hu et al., 2015; Sun y col. 1999; Xie y col. 2007). La
presencia de estos picos de absorcion confirmd la transformacion estructural provocada por la
reaccion de acetilacion. Ademas, el pico de la region entre 3330-3336 cm™ (enlaces OH) fue
menor para el CNF30 acetilado en comparacién con el CNF30 no acetilado indicando acetilacion
parcial. Alli no hubo pico de absorbancia entre 1760- 1840 cm™, tampoco se observo un grupo
carboxilico a 1700 cm™ (atribuible al 4cido acético como subproducto). Por tanto, la ausencia de
estos picos confirma que la acetilacion fue exitosa y no eran subproductos, también cabe destacar
que los estudios realizados por Reshmy et al., (2020) se basaron en el espectro FT-IR del BCA

crudo mostrando un pico de absorcion a 1252cm ™! debido a la vibracion de estiramiento C—O
del grupo arilo de la lignina (Widiarto et al., 2017 citado por Reshmy et al.). La vibracion de
estiramiento C—C del anillo aromaético en la lignina se evidencio con la presencia del pico a
1151cm™! (Deepa et al., 2015 citado por Reshmy et al., 2020). El pico a 1738 cm ™1, permiti6
evidenciar la vibracion de estiramiento del enlace C=0 en hemicelulosa y lignina. El pico a 1372
cm ™! represent6 la deformacion asimétrica de CH2 (Kaushik y Singh, 2011). El pico a 1318
cm™! fue debido a la flexion de enlaces C-H de la celulosa (Wong Sak Hoi y Martincigh, 2013)
y también esté presente en todos los espectros de muestras de fibra. La region entre 1059 y 1200
cm™! representa la flexion de enlaces C-O y las bandas de deformacion en celulosa, lignina y
hemicelulosa residual (Kaushikand y Singh, 2011). El pico a 1164 cm ™, que apareci6 en todos

los espectros FTIR, corresponde al estiramiento asimétrico C-O-C de la hemicelulosa, celulosa 'y
lignina. En el caso de Tien et al., (2017) se puede observar en la imagen los espectros FTIR de

todas las muestras exhibieron una banda ancha en la regién 3500-3200 cm™ atribuida a la
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vibracidén de estiramiento de los grupos OH en moléculas de celulosa. (Mandal y Chakrabarty
2011; Elanthikkal et al., 2010 citado por Tien et al., 2017). Ademas, la vibracion de estiramiento
caracteristica de enlaces C—H se encontro en todas las muestras alrededor de 2894 cm™. El pico a
1737 cm™ se asoci6 con la vibracion de estiramiento C = O tanto del grupo acetil como del
urénico. Los picos a 1514 y 1606 cm™ (enlaces -C=C-) se relacionaron con el anillo aromatico
presente en la lignina (Wang et al. 2010). El pico a 1425 cm™ se debi6 a la flexion del grupo
CH_,- (Elanthikkal et al. 2010). El pico de vibracion detectado entre 1365 - 1473 cm™ en todas
las muestras, se ha relacionado con la vibracion de flexion simétrica y asimétrica del enlace C-H
(Sun et al., 2005). También Treasure et al., (2018), para todas las muestras, los espectros FTIR
mostraron la banda ancha a 3500-3200 cm™ (grupos OH). Los espectros también exhibieron una
vibracion de estiramiento C-H alrededor de 2894 cm™, que también es caracteristico de los
materiales celuldsicos. El pico entre 1641-1649 cm™ fue debido a la flexion del enlace O-H de
agua adsorbida. Los picos alrededor de 1054 cm™ estan asociados con el anillo de piranosa
vibracion de estiramieno del enlace (C-O-C) (Mandal et al., 2011 citado por Treasure et al.,
2018). Otra banda de absorcion importante fue observada a alrededor de 902 cm™, la cual se
asocio con los enlaces B-glucosidicos entre la glucosa 6, 9,13 (Ray et al., 2003; Rosa et al., 2012;
Alemdar et al., 2008 citado por Treasure et al., 2018). Por otra parte, “para la muestra M2 la
banda de estiramiento del enlace O-H fue mas intensa que para las otras muestras y no mostré un
pico a 1250 cm™. En cuanto a M3, la mayoria de los picos aromaticos (por ejemplo, 1197 cm™)
fueron de muy poca intensidad. EI M4 y M5 siguieron la misma tendencia que M3, aunque los

picos fueron ligeramente mas intensos que M3, incluido el estiramiento O-H.



4.2.2. Propiedades térmicas
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Figura 6. Resultado TGA obtenido por Tien et al., 2017.
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Anédlisis de TGA realizados por Miranda et al., 2017 se observo que debido a las diferencias
en las estructuras quimicas entre la celulosa (315-400°C), la hemicelulosa (220-315°C) y lignina
(Tambiente-900°C), estos materiales tienen diferentes temperaturas de descomposicion térmica.
Numerosos estudios relacionados con la descomposicion de materiales lignocelulésicos se
pueden encontrar en la literatura. Por tanto, la curvas TGA para fibras tratadas y no tratadas y
nanocristales de celulosa, son més altas que las del BCA pretratado, estos resultados se lograron
observar en diferentes graficas expuestas por los autores. Sin embargo, los nanocristales de

celulosa eran menos estables que la pulpa blanqueada.

Segun Coelho et al., 2018 mostraron que en las curvas termogravimétricas y los parametros
térmicos de las fibras IB (Imperata Brasiliensis) y las nanoparticulas de celulosa obtenidas en las
diferentes condiciones de hidrolisis, como los autores esperaban, la presencia de grupos sulfato,
que es muy conocido por estar ligado a la superficie de nanocelulosa aislada por hidrélisis con
H>S04, disminuyo la estabilidad térmica de las nanoparticulas aisladas (108°C a 125°C) en
relacion con las fibras IB. (200°C). En esta investigacion se evidencid que, la primera etapa de
degradacion fue debido a la perdida de agua, la cual ocurrio entre 25y 125°C para todas las
muestras, y correspondi6 a una pérdida de peso en el rango de 3.4% (IB) a nanoparticulas de
celulosa de 7.8% (CN) (Mtibe et al., 2015). Después de la evaporacion del agua, las fibras 1B
mostraron solo un pico de degradacion de celulosa que variaba de 200 ° C a 400 ° C, lo que
corresponde a una pérdida de peso del 74,3%. Por otro lado, las nanoparticulas de celulosa
aisladas en condiciones CN mostraron tres etapas distintas de degradacién de la celulosa,

mientras que las nanoparticulas aisladas en condiciones CN 3-5y CN 9 mostraron dos etapas con
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temperatura oscilando entre 108 ° C y 550 ° C. Ademas, una de las técnicas méas usadas para la
obtencion de CNF es la hidrdlisis acida, pues se ha demostrado que, si hay mayor contenido de
algun tipo de acido por ejemplo el HsPO4, menor seré la temperatura de degradacion térmica de
los CNF, por lo que su obtencion a partir del BCA, el cual es un residuo agroindustrial se
considera viable, ya que le da un valor agregado al material y asi mismo soluciona muchos
problemas ambientales. Dicho esto, varios estudios han usado diversas técnicas que han sido
eficientes a la hora de extraer CNF a partir del BCA como en el estudio realizado por Marcondes
et al., 2020, en el cual buscaron extraer CNF y a la vez compararla con una pulpa Kraft de
eucalipto blanqueada comercial como control BEKP, mediante hidrolisis acida; iniciando con el
pretratamiento del bagazo donde se le realizé un proceso de molienda y lavado, luego se le
efectud un proceso de deslignificacion con solucion de NaOH al 1%, posteriormente se blanque6
con CH3COOH y NaClO; y finalmente se hidrolizé con H3POa. Los resultados de estabilidad
térmica que se obtuvieron por TGA mostraron que la temperatura maxima de perdida de material
para la celulosa (Tmax), la cual fue mayor para las CNF de BCA con 360°C, y menor para el
control 354°C, en comparacion con la investigacion realizada por Messa & Faez, 2020, donde la
Tmax para la celulosa fue de 351°C observada en la figura 6, demostrando que el BCA en ambos
estudios fue similar aunque en la literatura se conoce gue la celulosa comienza su degradacion
térmica a partir de los 240°C, no obstante y acorde con estos resultados, la degradacién de la
fibra vegetal continGa ocurriendo hasta temperaturas superiores a 300°C, ya que segun la
literatura propuesta por Shebani et al., 2008; Mezaros et al., 2007 citado por Betancourt et al.,
2009, afirman que los materiales lignocelulésicos, algunos polisacaridos y ciertas sustancias
inorganicas pueden ser las causantes en la continuidad del proceso degradativo, y que se puede

presentar a temperaturas incluso por encima de 550°C.
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La estabilidad térmica mostrada en la investigacion de Lea™o et al., 2020, para todos los
compuestos se observo mas baja que el ABS puro, excepto la muestra CNC220 0.5%/ABS que era
similar al ABS puro. Por lo tanto, aunque la estabilidad térmica de los hanocompuestos es mayor
que la del CNC, se descomponen més facilmente que el ABS puro. Por lo que la pérdida de peso
comenzo a 100°C para los nanocompuestos y a 200°C para el ABS puro. Las Tmax para las
diferentes concentraciones se produjeron a 421°C para CNC220 0.5%/ABS y ABS, 402°C para
CNCi150 0.5%/ABS, 412°C para CNC1s0 1.0 %/ABS y 398°C para CNC1s0 1.5%/ABS. De
acuerdo con esto, la muestra CNC220 0.5%/ABS fue la que presenté un comportamiento térmico
similar al ABS puro por lo que es mas eficiente y se puede sugerir asi una mejor dispersion e

interaccion de CNC/ABS.

Resultados obtenidos por Grond & Grupta, (2020), La pérdida de peso inicial (hasta 100°C)
se debid a la evaporacion de la humedad ligeramente unida de la superficie de las fibras. Analisis

FTIR, pico en 1635 cm™ ! debido a la vibracion de estiramiento OH, en esta etapa, la

degradacion mas baja fue mostrada por BFN debido a el contenido de humedad maés bajo. La
siguiente degradacion comienza por encima de 200°C debido a la degradacion de los
constituyentes de las fibras. En el rango de temperatura 220-350°C, la degradacion tiene lugar
debido a la ruptura de los enlaces de celulosa y la despolimerizacion de hemicelulosa (Gupta et
al., 2016., Chandra et al., 2016 citado por Grond & Gupta). En un amplio rango de temperatura
(<350°C a 500°C), se produce la descomposicion de la lignina (Grond & Grupta, 2020). Una

amplia gama de temperaturas de degradacion de lignina puede deberse a la presencia de varios
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grupos funcionales de oxigeno con variaciones térmicas de estabilidad. En el rango de
temperatura de 200 a 250°C, la pérdida minima de peso fue mostrada por BFN seguido de BF y
BFT. Este rango de temperatura, con mejor estabilidad térmica fue demostrado por BFN
teniendo una pérdida de peso minima de (8,86%). En el rango de temperatura (<250 a 350°C).
Por otro lado, estudios realizados por Hong et al., (2017) de la degradacion teermica de la fibra
determinada por andlisis de TGA, se observo que cada componente de la fibra tenia una
estructura quimica y propiedades diferentes, por lo que exhibid una temperatura de degradacién
térmica diferente. Se observaron pequefias muestras de pérdidas de masa entre 60-110°C, lo cual
se atribuyd principalmente a la vaporizacién en las muestras de la fibra (Ray et al., 2002). La
presencia de grupos acetilo hizo que la hemicelulosa fuera mas susceptible a la degradacién
térmica que la celulosa y lignina, y exhibié una temperatura de degradacion de 220-300 °C. La
temperatura de degradacion de la celulosa fue ligeramente mas alta, generalmente en la regién de
275-400 ° C (Shebani et al., 2008). La estructura de anillo aromatico de la lignina resulté en su
degradacion muy amplia en un rango de temperatura de 250-700 ° C. En este estudio, el valor de
Tmax de los CNF fue de 352.0°C, que fue ligeramente mas alto que el de las fibras crudas
(351.3°C) usado. Esta buena estabilidad térmica de los CNF se debe principalmente a la pequefia
cantidad de reactivos quimicos que usamos en el proceso de pretratamiento, y en este caso, las
fibras de celulosa no sufrieron dafios graves. Por otra parte, Rahimi et al., (2019) realizaron
experimentos para investigar si la acetilacion afectd negativamente a la estabilidad térmica de los
CNF modificado. Se observé que la pérdida de peso del 4% a 100°C esta relacionada con la
liberacion de agua en las superficies de las muestras, lo cual fue también fue confirmado por
analisis de FTIR a 1640 a 1645 cm! (estiramiento OH- del agua) para las tres muestras (Arbelaiz

et al., 2006; Brown 2001; Kargarzadeh y col. 2012). El bagazo crudo se descompuso entre 319-
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378°C mientras que CNF30 y CNF30 acetilado se desintegraron en rangos de temperatura mas
bajos de 296-335°C y 311-356°C, respectivamente. Las curvas TGA confirmaron que el residuo
que gueda a 600°C (20%) para la celulosa acetilada, fue similar al del bagazo (21%), lo que
sugiere que los grupos acetilados se pierden con los productos volatiles. Las temperaturas de
degradacion, del CNF30 y el CNF30 acetilado al 50% de pérdida de peso, se evidenciaron
respectivamente a 325 y 343°C. La estabilidad térmica aumento ligeramente con la acetilacion,
presuntamente debido a la sustitucion de OH por grupos funcionales acetilo. La muestra de
bagazo sin tratar mostré un hombro de temperatura mas baja a 298°C, que probablemente se
deba a la degradacién de la hemicelulosa, en general, la acetilacion no tuvo efectos adversos
sobre la estabilidad térmica del CNF30 obtenido del bagazo, sino que mejora la estabilidad
térmica (Abraham et al., 2011; Maiti y col. 2013). Por otra parte, estudios realizados por Saelee
et al., (2015) el BCA comenzd a degradarse aproximadamente a 269°C debido a la pérdida de
peso, Yy la curva DTG mostrd un pico de descomposicion mayor a 352°C (pérdida de peso
56,6%); este patron se debio a la descomposicion térmica de la celulosa. Ademas, la curva DTG
de BCA mostr6 un pico a aproximadamente 280°C atribuido a la descomposicion de
hemicelulosa. Después de la explosion de vapor, la eliminacion de hemicelulosa podria
observarse por la desaparicion de este pico curvo de la muestra de fibra SE-SCB. El inicio de la
descomposicion térmica (Tonset) indica el comienzo de la temperatura de degradacion. Un analisis
DTG de las fibras SE-BCA-X20 mostro que la Tonset Y 1a Tmax Se desplazaron a 284°C (pérdida
de peso 8,2%) y 357 °C (pérdida de peso 54,8%), respectivamente. La mayor estabilidad térmica
de las fibras SE-BCA-X20 se debid a que estaban presentes proporciones sustanciales de lignina
y hemicelulosa en las fibras SE-BCA, que se sabe que tienen menor estabilidad térmica (Shebani

et al., 2008 citado por Saelee et al., 2015). Este hallazgo indicé que el tratamiento con xilanasa
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no disminuyo la estabilidad térmica de las fibras, sino que aumenté ligeramente su estabilidad
térmica. Se observé un comportamiento similar en las fibras blanqueadas al comparar los efectos
del tratamiento con xilanasa (o la falta del mismo) sobre la estabilidad térmica de la celulosa. La
descomposicion de las fibras SE-SCB-B comenzé en 294°C (pérdida de peso 10,8%) con una
Tmax de 348°C (pérdida de peso 62,0%), mientras que la descomposicion de las fibras SE-SCB-
X20-B ocurrio a 300°C (peso pérdida 12,6%) con una Tmax de 347°C (pérdida de peso 64,2%).
La creciente estabilidad térmica de ambas muestras de fibra blanqueada indicé que la
eliminacion de impurezas no celuldsicas a traves del proceso de blanqueo condujo a mejorar la
estabilidad térmica de las fibras extraidas de celulosa, para el caso de Tien et al., (2017) como se
puede observar en la figura 4 obtuvo temperaturas de degradacion mas altas donde la
degradacion de la fibra sin tratar comenz6 a 280°C, y la tasa de degradacion alcanzé su pico a
357°C (observado en la curva DTG) mientras que las fibras blanqueadas presentaron una
degradacion a 328°C y logro la tasa maxima de degradacién a 351°C. La degradacion de los
CNC ocurri6 posteriormente a 250°C, mostrando un pico pequefio, y la tasa de degradacion se
alcanzé en 268°C (también observado en la curva DTG). La fibra sin tratar ilustr6 un pico en su
curva DTG en aproximadamente 300°C que se asemejaba a la descomposicién de hemicelulosa.
En la segunda etapa, la eliminacion de hemicelulosa por xilanasa resultd en la estabilidad térmica
mejorada de las fibras tratadas con enzimas. Un andlisis DTG de la enzima con las fibras tratadas
mostraron que Tonset Y Tmax Cambiaron respectivamente a 332°C (pérdida de peso 6.2%) y 357°C
(pérdida de peso 45.28%). La misma tendencia se observé en la fibra blanqueada. El proceso de
blanqueo fue priorizado a una temperatura ligeramente inferior de 328°C (pérdida de peso 10%)
en comparacion con la de los tratados con xilanasa y alcanzé una Tmax de 351°C (pérdida de peso

61%) debido al diametro de la reduccion de fibras blanqueadas. EI mejor tramiento en la
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estabilidad térmica podria deberse a los componentes de la nanocelulosa, que se consideraron
bajos en cristales, siendo liberadas durante el proceso de blanqueo. Por otra parte, estudios
realizados por Treasure et al., (2018), todas las curvas parecian que siguieran un mecanismo de
degradacion similar con tres pasos de degradacion. El segundo paso soporto el tercero, excepto
M1 que indicé una resolucion del segundo y tercer paso aproximadamente a 250 y 300°C.
Ademas, M1 indic0 la estabilidad térmica mas pobre con el mayor contenido de carbon, mientras

M5 y M3 revelaron una mayor estabilidad térmica seguida por M4 y M2 respectivamente.

Las fibras naturales, especificamente las vegetales, estan constituidas por una compleja
asociacion de sustancias poliméricas a saber: hemicelulosa, celulosa y lignina. Por esta razon, las
proporciones de estos compuestos varian de una planta a otra, en respuesta a las condiciones del
entorno, esto como consecuencia de la variabilidad de las propiedades y caracteristicas fisicas de
las fibras que no son homogéneas. Ademas, el proceso de descomposicion térmica en ausencia
de oxigeno de una sustancia lignoceluldsica genera, alquitranes, gases y carbon. Se conoce que la
hemicelulosa inicia los procesos de descomposicién térmica cerca de los 180°C y es la
responsable en gran medida de la produccion de gases. La celulosa comienza la degradacién en
torno a 240°C y la lignina a 280°C, tal y como lo reporta (Mohan et al., 2006 citado por

Betancourt et al., 2009)
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4.2.3. Propiedades reologicas
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Figura 8. Resultado Reologia obtenido por Leao et al., 2020.

El comportamiento reoldgico reportado por el estudio de Lu et al., 2020, para TOBCF y el
hidrogel TOBCF-Zn?* se evidenci6 que los valores de modulo de almacenamiento (G’) fueron
superiores a los del médulo de perdida (G”) para la suspension de TOBCF vy los hidrogeles, lo
que indica que el comportamiento para ambas muestras fue elastomérico, es decir, que su
principal caracteristica es la elasticidad pudiendo incluso, recuperar su forma luego de ser
deformado. Por otra parte, segiin Lea™o et al., 2020, las curvas observadas de G’ y G’ Vs
frecuencia angular mostradas en la figura 7, para ABS puro y CNC mostraron que, en la region
de baja frecuencia, un homopolimero presenté tipicamente una disminucion de 2, mientras que,
para ABS, que es un copolimero, la caida fue mayor a 2.20 cabe destacar que los

nanocompuestos CNC150/ABS mostraron una respuesta viscoelastica, es decir que exhibieron
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propiedades viscosas Yy elasticas cuando fueron deformados, lo que fue similar a ABS puro, por
lo tanto, se concluyo que la modificacion estructural fue evidente pero no significativa. A
diferencia de los nanocompuestos CNC220/ABS que evidenciaron pendientes mas pronunciadas
en las curvas G’ vs G”’, es decir, la elasticidad aumento de manera mas significativa que la
viscosidad, por lo que puede estar relacionado en parte con la adicion de un solido al polimero
fundido y también debido a la interaccion del constituyente, lo que podria indicar algin grado de

modificacion estructural.

Estudios realizados por Hong et al., (2017), La suspension-1 y suspension-2 que se
obtuvieron de CSE-BCAH-B y BCA-H-B, se analizaron mediante experimentos de aumento de
frecuencia. Se observo que los valores de G'y G” de la suspension-1 fueron significativamente
mayores que los de la suspension-2. Esto sugirid que las fibras en la suspensién-1 tenian una
estructura mas refinada y mayor nimero de enlaces de hidrégeno que las fibras en la suspension-
2. Esto llevo a la suspension-1 a tener una estructura de red tridimensional mas estable (Chen et
al., 2013). Los valores de G 'de las dos muestras aumentaron al incrementar la frecuencia, pero
las curvas resultantes exhibieron dos perfiles distintos. La suspensidén-2 mostré caracteristicas
sensibles a la frecuencia en angulo frecuencias > 20 rad/s. Esto sugiri6 que las fibras en estas
muestras no son completamente nanofibriladas. El perfil de la suspension-1 presnt6 un suave
incremento sin puntos de inflexion. Esto se debio a que estas fibras fueron finamente
nanofibriladas por la fuerza mecénica, y formo una densa red similar a estructura debido al fuerte
enlace de hidrogeno, también Rahimi et al., (2019) realiz6 un analisis reoldgico para determinar
la relacion de aspecto. Para redes de fibra continua, el rendimiento del estrés identifica el punto

en el que las fibras comienzan a moverse, superando las fuerzas de friccion (Derakhshandeh et
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al., 2011). Por lo tanto, una suspension de fibra diluida no muestra un limite elastico. En este
estudio, el limite elastico es medido en funcion de la concentracion de sélidos para identificar la
transformacion de una suspension de fibra diluida a una suspension de fibra completamente
interconectada. Se utilizé un redbmetro para medir el par en funcién del tiempo, el inicio del
limite elastico (y por lo tanto el punto de gel) para CNF5 y CNF15 son entre las concentraciones

de solidos de 0,5 a 0,75 kg/m3, para CNF30 es * 0,75 kg/ m3 y 1 kg/m3 para CNF60.

4.2.4. Propiedades Morfoldgicas

4.2.4.1. Morfologia

Figura 9. Resultado morfolégico de las fibras de nanocelulosa obtenido por Kardam et al., 2017.
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Figura 10. Resultado morfologico obtenido por Slavutsky & Bertuzzi, 2014.

Segln Messa et al., (2020), las medidas de morfoldgicas de las microfibras y microparticulas
la realizaron mediante un analisis de SEM, donde las fibras de celulosa fueron parcialmente
cristalinas con regiones altamente organizadas formadas por microfibrillas, las cuales estan
dispuestas en direccion del eje de la fibra (Mandal & Chakrabarty 2011 citado por Messa et al.,
2020). Luego del procedimiento realizado con NaOH/H20, los haces de las fibras se separaron
evidentemente en fibras individuales, especialmente después de la deslignificacion con H2Oz, lo
que sostiene que los componentes no celulésicos agrupados en celulosa se lograron eliminar
parcialmente, y posteriormente del proceso realizado con NaClO2/NaOH. Ademas, la remocion
de no celulésicos también se observé por la presencia de fibras rotas en sus direcciones radial y

axial, generando una estructura altamente desfibrilada a partir del haz de fibras.
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El analisis morfologico realizado por TEM, Gan & Chow, (2018), se observaron los CNC en
forma de agujas y aglomerados, teniendo un diametro entre 5,5y 6,2 nmy una longitud entre
235y 300 nm. La relacion de aspecto fue entre 37-55, por lo que el aglomerado de los CNC
revelado por la imagen de TEM, podria estar asociado al enlace de hidrégeno intermolecular de

la celulosa.

Por otra parte, el analisis de SEM mostrado en la figura 9 de CNC, Slavutsky & Bertuzzi,
(2014), evidenci6 una estructura cristalina después del proceso realizado por hidrdlisis acida.
Donde la longitud promedio (L) y el didmetro (D) de los valores de CNC y L/D que se
obtuvieron de las imagenes TEM fueron respectivamente de 247.51 (£32.34), 10.11 (+3.36) y
24.48 nm. Ademas, los resultados sefialaron que los CNC se encuentran dispersos
homogéneamente dentro de la matriz del polimero, lo que indica que se obtuvo una buena
dispersion de los nanorefuerzos. De manera similar en la investigacion llevada a cabo por
Espitia, (2010), determinaron el anélisis morfoldgico por SEM, donde se observo claramente la
epidermis rica en celulosa en las paredes primarias de los residuos del bagazo de fique. Luego de
eliminar la lignina por oxidacion de los compuestos fenilpropilicos presentes y posterior a la
hidrolisis de la hemicelulosa, se evidencié una separacion entre las fibras de celulosa. Por lo que
en las micrografias tomadas al BCA antes y después de los tratamientos quimicos, permitieron
verificar que, al remover la lignina y la hemicelulosa mediante la metodologia utilizada, se
logran individualizar las microfibrillas de celulosa, para luego ser obtenidas mediante
tratamiento mecanico las nanoparticulas de celulosa. Sin embargo, en diversos estudios se ha
observado una reduccion en la estructura morfoldgica de las fibras de celulosa tras haber pasado

por el proceso de hidrdlisis acida como en el caso de Bhattacharya et al., (2007), donde
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sefialaron que la mayoria de las microfibrillas estaban en el rango submicrénico y tenian
relaciones de aspecto altas, es decir, de 50-120, por lo cual los haces se observaron mas grandes
de los que liberaron las microfibras luego de los procesos de hidrdlisis, ultrasonidos y

homogeneizacion.

La morfologia de nanofibras no tratadas, tratadas y de las fibras de BCA obtenidas en la
investigacion realizada por Grond & Grupta, (2020), utilizaron FESEM para examinar el cambio
en la superficie de la fibra después del tratamiento y molienda. La superficie de BF fue lisa
debido a la presencia de hemicelulosas, lignina, cera y aceite. Ademas, una gran anchura de las
fibras no tratadas podria deberse a que constan de un nimero de fibrillas. Después del
tratamiento con NaHCOs3, se observo una superficie rugosa debido a la eliminacion de estos
materiales no celuldsicos. EI comportamiento del tratamiento con NaHCO3 es similar al
tratamiento con alcalis como NaHCOz disuelto en hidréxidos y acido carbénico en la presencia
de agua. La eliminacion de estos componentes no celulésicos aumenta la rugosidad de la
superficie y la relacion de aspecto después del tratamiento con alcali. Muchos investigadores han
observado un aumento en la rugosidad superficial y reduccion del diametro de las fibras, después
del tratamiento, lo cual se debe a la eliminacion de hemicelulosas y lignina. La lignina que se
elimin6 podria deberse a la despolimerizacion, mientras que la hidrolizacién podria ser causa de
la eliminacién de hemicelulosas. Sin embargo, en estudios realizados por Hong et al., (2017) se
observo que las fibras en Suspension-1 finamente preparados tenian un didmetro a nanoescala y
una relacion de aspecto muy alta. Ademas, los CNF finales tenian didmetros uniformes y fueron
ligeramente aglomerados debido al enlace de hidrogeno en las nanofibras de la superficie (Lee et

al., 2009). La morfologia en las fibras de la Suspension-2, no estaban completamente
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nanofibriladas y se pueden ver claramente fibras con diametros superiores a 100 nm. La
diferencia de fibras se debi6 al hecho de que el pretratamiento CSE puede destruir la pared
primaria y debilitar la interaccion de los grupos OH, por lo que las microfibrillas fueron
expuestas a tratamientos posteriores y fueron facilmente fibriladas a nanoescala por la fuerza
mecanica final Kardam et al., (2017). Los resultados de analisis TEM de las particulas de
nanocelulosa preparadas mostraron morfologias esféricas en 3D y el tamafio de las particulas fue
inferior a 30 nm como se puede observar en la figura 5. Las curvas de TGA para BCA'y
nanocelulosa muestran el patrén de degradacion de los materiales con el aumento de
temperatura. De los graficos se desprende claramente que al convertir BCA en nanocelulosa se
incremento la estabilidad térmica de la biomasa, Rahimi et al., (2019). El tamafio medio de todas
las muestras se midié con el software Image J. La desfibrilacion y despolimerizacién por
deslignificacion son visibles en las microfibras de celulosa extraidas con diametros de alrededor
de 5 pm. Los diametros de fibra se midieron a partir de imagenes FE-SEM dibujando lineas
rectas de las fibras seleccionadas segun otros autores (Ellison et al., 2007; Rambabu y col. 2016).
Los tiempos de mezclado tuvieron un didmetro promedio mas bajo en comparacion a CNF no
acetilado. Los resultados concluyeron que el CNF acetilado necesita menos energia para fibrilar
en comparacion con CNF no acetilado. El acetilado de las fibras fueron potencialmente fibriladas
mas facilmente debido a su estado hinchado, por otra parte, Saelee et al., (2015) realizé un
analisis de SEM de las fibras obtenidas de cada una de las etapas de procesamiento para evaluar
sus superficies y cambios morfolégicos, en la cual mostrd una superficie lisa debido a la
presencia de ceras y aceite (Mandal y Chakrabarty, 2011 citado por Saelee et al.). La explosion
de vapor elimin6 las moléculas de lignina y hemicelulosa amorfa de las partes internas de las

fibras mediante despolimerizacion y desfibrilacion. Ademas, se observé una clara demostracion
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de la desfibrilacion y despolimerizacion por explosion de vapor. El efecto positivo de la
explosion de vapor incluye facilitar el acceso de la xilanasa a las partes internas de las fibras SE-
SCB, permitiendo asi la desfibrilacion de las fibras, los diametros de las fibras variaban
principalmente de 5 a 10 nm. Ademas, las dimensiones nanomeétricas de los CNF obtenidos
también fueron bien respaldados por el anélisis de TEM. La imagen mostré que los diametros de

la mayoria de los CNF eran menores de 10 nm.

En las diferentes graficas expuestas por Usasawan et al., 2020 se muestran micrografias FE-
SEM de nanocelulosa, en las cuales lograron observar las particulas de nanocelulosa en forma de
esfera. El tamafio de particula promedio de NC45 / 90, NC45 / 180, NC60 /90 y NC60 / 180
fueron 104,87 + 1,35, 43,09 + 1,27, 80,39 £ 2,06 y 39,15 + 1,52 nm, respectivamente. Se observd
que el tamafio de particula de la nanocelulosa disminuy6 al aumentar el tiempo y la temperatura
de hidrdlisis, lo cual pudo deberse a que, durante la hidrélisis &cida, no solo se eliminaron las

partes amorfas, sino que también se destruyeron algunas partes de la celulosa cristalina.

4.2.5. Propiedades mecanicas

Los diferentes pretratamientos quimicos y mecanicos realizados por Santucci et al., 2016
fueron aplicados a la pulpa de BCA antes de la nanofibrilacion también pueden influir en las
caracteristicas de las fibrillas y peliculas preparadas. En este trabajo se investigaron los efectos
de la composicion quimica y el grado de fibrilacion de las pulpas de BCA sobre las propiedades

de las peliculas de celulosa nanofibrilada (NFC) resultantes. Se aplicaron a las fibras de BCA
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varios tratamientos ecoldgicos que reducen el costo y simplifican el procesamiento. Se refinaron
pulpas organosolv a base de etanol con diferentes contenidos de lignina residual (2,9%, 5,0% y
9,4%) mediante molienda Jokro y refinacion con disco Bauer. Las nanofibrillas se aislaron
mediante un tratamiento enzimatico seguido de sonicacion de alta intensidad. Se obtuvieron
peliculas de NFC con morfologias similares con alta cristalinidad sin cambios en la estabilidad
térmica con respecto a los materiales iniciales. El contenido de lignina residual afecto6 el proceso
de nanofibrilacién, las propiedades mecanicas de las peliculas NFC y modificé las interacciones
pelicula-agua. La combinacion de refino mecanico y tratamiento enzimatico se aplicé con éxito
para producir nanofibrillas homogéneas a partir del BCA. El procedimiento experimental
propuesto por santucci et al, que combina tratamientos de refinacion mecéanica, tratamiento
enzimatico suave y HIS, produjo NFC con éxito a partir de pulpas sin blanquear con diferentes
contenidos de lignina residual. Independientemente de la composicion quimicay el proceso de
refinado, se obtuvieron nanofibrillas con didmetros medios similares (31+/-38nm). Las
propiedades de las peliculas preparadas a partir de suspensiones acuosas de NFC mostraron
cierta dependencia de los contenidos no celuldsicos y los métodos de refinado. Las peliculas con
menor contenido de lignina presentaron una menor capacidad de absorcion de agua debido a la
posibilidad de mas interacciones de union de H entre las nanofibrillas, lo que permitia mejores
capacidades de empaque. Sin embargo, se encontrdé que los componentes no celuldsicos actian
como adhesivos interfibrilares y como agentes plastificantes, promoviendo mejores propiedades
mecanicas para las peliculas. En contraste con lo anterior, el analisis mecanico empleado por
Lea™o et al., 2020, el comportamiento observado en la parte reoldgica estd asociado a la mayor

restriccion en el libre movimiento de las cadenas ABS impuesta por el CNC. Por tal motivo, la
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adicion de nanocristales tiene la funcion de poder aumentar el modulo de ABS en la region

elastica, lo que comunmente se atribuye a una buena interaccion y dispersion.

Estudios realizados por Reshmy et al., (2020) El espesor de las peliculas delgadas NC se
midio utilizando un micrémetro de mano digital con una precision de + 0,002 mm (Mitutoyo,
193-111; Kawasaki, Japdn). Cada pelicula fue medida en su centro por triplicado y se reportd el
valor promedio. El espesor de las peliculas delgadas de NC varié con la composicion del
producto quimico, organizacion molecular e interaccién de los solventes con las peliculas
durante el proceso de fabricacion de la misma. El espesor de las peliculas estuvo en el rango de
0.02 £ 0.04 mm a 0.04 + 0.03 mm, las propiedades mecéanicas como resistencia a la traccion,
modulo y el alargamiento a la rotura de las peliculas NC se midi6 de acuerdo a la norma ASTM
D882-02 (Deepa et al., 2016 citado por Reshmy et al., 2020) utilizando una una celda de carga
de 100 N. Se prepararon peliculas delgadas utilizando el método de fundicién con disolvente con
diferentes composiciones de glicerol como plastificantes (15G: 100NC;30G: 100NC; 45G:
100NC; 60G: 100NCw/v) la composicion de la pelicula 45G: 100NC mostrd significativamente
mayor resistencia a la traccion (189,94 MPa), médulo de Young (12,540.64MPa) y resistencia al
desgarro (29.34 N/mm), pero menor alargamiento a la rotura (8,92%). La mayor resistencia a la
traccion de la pelicula 45G:100NC es probablemente debido a la presencia de mas interacciones

intermoleculares a lo largo de las cadenas de polisacaridos en esta composicion optima.
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En investigaciones realizadas por Pinto et al., 2018, obtuvieron nanofibras de celulosa (CNF)
a partir de BCA sin tratamientos mecanicos de alta energia, mediante oxidacién mediada por
TEMPO. Los autores usaron concentraciones variables de NaClO para impartir repulsion
electrostatica entre grupos cargados en la superficie, facilitando asi la separacion de fibrillas.
CNF con diametros en el rango de 3-5nm se obtuvo por oxidacién de pulpa SC con NaClO a 25
y 50 mmol/g. Después de 30min de sonicacidn, estos CNF se descomponen en CNC por accion
mecanica. Este trabajo proporciond asi una nueva via para modular la morfologia final de las
particulas de celulosa mediante la combinacion de una materia prima poco recalcitrante con

diferentes densidades de carga superficial.

4.2.6. Rendimiento de celulosa

Tabla 1. Rendimiento de celulosa obtenido por Rahimi, 2019.

Chemical composition Value (% d.b) Elemental composition Value (% d.b)
Cellulose 94 C 81.8
Lignin 4.5 0 17.1
Hemicellulose 0.5 H 0.47
Extractive 0.4 N 0.51
Ash - Si 04

Al 04

Cl 04
Ca 0.1




Tabla 2. Rendimiento de celulosa obtenido por Garcia et al., 2013.

Propiedades

MCC obtenida

Normas Farmacopea

Distribucitn del tamano de particulas (%)

+ 60 mesh < 1,0
+ 200 mesh < 30,0

+ 60 mesh < 1,0
+ 200 mesh < 30,0

pH 6,0- 7,0 5,5-7
Pérdida por desecacién (%) 4.5-0-5 < 5,0
Residuos de ignicién (%) <0,05 < 0,05
Contenido de hierro (ppm) <10 < 10
Suslancias solubles en agua [mg/5g) <12 < 12 (0,24%)
Contenido de almidén (%) negativo negativo
Contenido de celulosa (%) 97-100 97-100
Grado de polimerizacién medio (GP) 180-200 < 350

Tabla 3. Rendimiento de celulosa obtenido por Bastidas, 2016.

CELULOSA MICROCRISTALINA

Obtenida del bagazo de

caiia de aziacar

Humedad 6.1%
Cenizas 3,92%
Celulosa 81.79 %
Lignina 8,20 %
Solubilidad 3.16%
Descripciéon Polvo fino

Casi blanco

Comercial

(Barros,2009)

No mas del 7%

No mas del 0,5%

97%

No mas del 0,.24%

Inodoro

La produccién de masa de nanocelulosa por medio de hidrdlisis acida se ve reflejada en
cuanto a su porcentaje de rendimiento, por lo que la investigacion propuesta por Aroca &
Estrada, 2015, en la cual usaron materias primas como el BCA y el pseudotallo de banano, los
cuales se lavaron y secaron para eliminar residuos. Ademas, se realizé una extraccion soxhlet

con alcohol al 72% para eliminar extractivos para finalmente ser hidrolizadas con H3POg; los

Polvo fino y blanco o

casi blanco, inodoro
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resultados mostraron un porcentaje de 12,66% en el BCA en comparacion con el pseudotallo de

banano que obtuvo un rendimiento de celulosa de 32,6%, donde se evidencio que el rendimiento
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de la celulosa a partir del pseudotallo de banano fue mayor en todas las muestras, a diferencia del
BCA, que se obtuvo menor rendimiento porcentual pues para el pseudotallo fue mas del doble, lo
que demuestra que el pseudotallo de banano es un residuo agroindustrial que también tendria
excelentes resultados en cuanto a obtencion y rendimiento de nanocelulosa. Ademas, en otros
estudios como el de Ross et al., (2017) y Gouveia et al., (2009), se estudiaron de igual forma el
rendimiento de nanocelulosa a partir del BCA, mostrando resultados para la celulosa pretratada
con un rendimiento de 50% y rendimiento total de 34%; y un rendimiento de celulosa de 47,7%
muy similar al rendimiento de celulosa obtenido por Lopez et al., 2016, el cual fue de 48%,
observandose que fue mayor el rendimiento en estos estudios que en el anterior pues su

rendimiento al ser mayor se caracteriza por tener mas eficiencia.

Investigaciones realizadas por Bastidas, (2016) la celulosa microcristalina con férmula
quimica (CeH100s) es celulosa parcialmente despolimerizada, esta se obtuvo mediante la
hidrdlisis parcial de la celulosa con solucidn 2,5 N de HCI. Las variables cuantitativas y
cualitativas analizadas en la celulosa microcristalina obtenida del BCA permitieron determinar
los criterios especificos de pureza del producto elaborado, teniendo un porcentaje de humedad
del 6,1%, celulosa 81,79% Yy solubilidad del 3,16% obteniéndose un polvo pino casi blanco
inodoro el cual al ser comparado con una celulosa comercial los resultados tuvieron mayores
diferencias en cuanto a la cantidad y calidad de sus componentes, también se contrasta con
estudios evaluados por Garcia et al., (2013) en donde en primer lugar se realizaron procesos de
prehidrdlisis y coccion alcalina. La prehidrolisis se efectud con el fin de reducir el contenido de
pentosanos y cenizas del bagazo, para lograr una mejor eficiencia en el proceso posterior de

extraccion de lignina en la coccion alcalina. Se destaca una reduccion del 75% de los pentosanos
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(6%), las cenizas (0,5%) y un porcentaje de celulosa del 85-90%. Posteriormente la celulosa pura
se sometio a un proceso de hidrdlisis acida con HCI en medio acuoso. En el transcurso de la
hidrolisis se ataco, preferentemente, las zonas amorfas y se produjo una disminucion en el grado
de polimerizacion promedio en el tiempo, hasta un valor limite, es decir, desde 1545 que posee la
pulpa de alta pureza hasta 180-200 que alcanza la celulosa microcristalina obtenida. El contenido
de celulosa alcanzo una pureza del 97% y un contenido de cenizas menor al 0,05%, las
metodologias empleadas en este proceso buscaron modificar quimicamente el BCA obteniendo
un alto porcentaje de pureza por hidrolisis acida hasta obtener celulosa microcristalina, la cual, se

utilizd como materia prima para posteriores investigaciones.

Segun Coelho et al., 2018 en la concentracion de acido mas baja probada (50% p/ p) no fue
eficaz para el aislamiento de nanoparticulas de celulosa. Al 50% (p/p) de &cido, solo se
observaron particulas para la condicion CN 3, correspondiente a el tiempo de reaccién mas largo
(75min) y la temperatura de reaccion més alta (60°C). Sin embargo, la suspension CN 3 no
mostré una buena estabilidad con un aumento de la concentracion de &cido al 60% (p/p), Se
obtuvieron nanoparticulas para las condiciones CN 4 y CN 6. Sin embargo, en CN la suspension
tenia un color amarillento y valores bajos para temperatura inicial (Ti) y Crl. Por tanto, parece
que a una concentracion de acido del 60%, la condicién CN 4 es mas adecuada para aislamiento
de nanoparticulas de celulosa a partir de fibras IB. A la concentracion de acido mas alta probada
(64% p/p), las tres condiciones (CN 7-9) fueron eficaces para el aislamiento de nanocelulosa. Sin
embargo, la condicion de CN 9 produjo una suspension turbia y estable, y nanoparticulas con el
Crl mas alto (64,5%), alto valor de Ti (117°C) y solo un pico de degradacion de celulosa, lo que

indica una sulfonacion mas homogeénea (Teodoro et al., 2011 citado por Coelho et al., 2018). Por
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otra parte, el proceso de pretratamiento con xilanasa juega un papel muy importante en la ruptura
de los enlaces del complejo lignina-carbohidrato, elimindndolos més facilmente y mejorando asi
la accion blanqueadora como fue en el caso del estudio de Meesupthong et al., 2020, donde el
porcentaje de contenido de celulosa tras el proceso de pretratamiento fue de 55.15+0.30%, ya
que este tratamiento se basa en eliminar los componentes no celulésicos al escindir los enlaces
de a- y B- aril éter entre la lignina y la hemicelulosa donde de igual forma destruye la estructura

de la lignina.

La composicion quimica de las fibras en los estudios propuestos por Rahimi et al., (2019),
donde los CNF30 mostraron que las fibras tenian 94% de contenido de celulosa, mientras que las
hemicelulosas y los contenidos de lignina fueron sélo del 0,5% y del 4,5% respectivamente.
Debido al alto contenido de celulosa, la acetilacion de la celulosa es mas probable que la
acetilacion de lignina o hemicelulosa, por otra parte, estudios realizados por Saelee et al., (2015)
investigo el uso de la explosién de vapor no catalizado y el pretratamiento asistido por xilanasa
antes del aislamiento de CNF de SCB mediante homogeneizacion a alta presion. Las fibras SCB
0 sin tratar presentaron altos porcentajes de celulosa (44,55%), ademas de hemicelulosa y lignina
(21,81% y 22,52%, respectivamente). Después de la explosion de vapor, el porcentaje de
celulosa aumento de 44,55% a 66,72% para las fibras SE-SCB y disminuy6 de 21,81% a 9,95%
para hemicelulosa, mientras que el contenido de lignina disminuy0 ligeramente de 22,52% a
18,37%. Estos cambios ocurrieron porque la hemicelulosa fue la fraccion predominante
hidrolizada durante el proceso de explosion de vapor, mientras que los enlaces éter 3-O-4 de la
lignina fueron catalizados por el acido acético generado a partir de los grupos acetilo asociados

con la hemicelulosa a altas temperaturas (de ahi el uso del término “autohidrolisis”) (Agbor et
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al., 2011; Kaushik y Singh, 2011; Sun et al., 2005; Sun et al., 2004b citado por Saelee et al.,
2015). El uso de pretratamiento asistido con xilanasa es muy importante para la mejora del
proceso de blanqueamiento porque incrementa los efectos blanqueadores de los reactivos

quimicos.

En general, la ruta quimica de extraccion de nanocelulosa de biomasa lignocelulésica contiene
los siguientes pasos: 1) un proceso de despulpado que abre la estructura lignocelul6sica, 2) un
procedimiento de pretratamiento realizado para liberar celulosa removiendo lignina o
hemicelulosa; y 3) hidrolisis acida por un &cido fuerte. EI BCA se puede utilizar como materia
prima industrial de bajo costo, ya que puede proporcionar una solucion sostenible y econémica
para la produccidén de productos de valor agregado de base bioldgica. Sin embargo, para lograr
rendimientos significativos, generalmente es necesario pretratar la biomasa lignoceluldsica antes

de la extraccion de nanocristales y asi aumentar los costos relacionados (Oliveira et al., 2016).

4.3. Hidrolisis enziméatica

La hidrolisis enzimatica de la celulosa es una reaccion de multiples pasos que toma lugar en
un sistema heterogéneo, en el cual la celulosa insoluble se fracciona en la interface sélido—
liquido por la accién sinérgica de la $-1-4 endoglucanasa, $-1-4 exo celobiohidrolasas, $-1-4
glucan hidrolasas y las B-1-4 glucosidasas (Selby et al., 1976; Kadam et al., 2004; Kubicek,
1992; Zhang et al., 2004 Citado por Salcedo et al., 2012). En esta investigacion, se realiz6 una

busqueda bibliogréafica de los diferentes métodos utilizados para la obtencion de nanocelulosa
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a partir de la hidrolisis enzimatica del BCA, con el fin de encontrar resultados viables en

cuanto a costos y tiempo.

4.3.1. Diferentes Metodologias Consultadas

Campos et al., (2013) llevé a cabo la hidrolizacion de fibras blanqueadas de BCA con una
combinacion de dos preparaciones enzimaticas: V (hemicélula/pectinasa) A. aculeatus y F
(endoglucanasa) con la modificacion genética del microorganismo. Los enzimas se mezclaron
para obtener un efecto combinado de endocelulasa y beta-glucanasa [endo-1,3]. Las dos
combinaciones aplicadas contienen la siguiente dosis de enzima por gramo de biomasa: (1)
0,1mg / g de biomasa y 0,33mg/g de biomasa para V' y F, respectivamente (V2F3); (2) 10mg/g

de biomasa y 33mg/g de biomasa para V y F, respectivamente (V3F4).

Michelena et al., (2009) El pretratamiento se realizo partiendo de 259 de material seco en
500mL de NaOH al 3%, en autoclave a 121°C y 14 psi por 30 minutos y a la separacion del
licor por filtracion. El sélido se lavd con agua a 80°C, se neutraliz6 y se secé en estufa. El
filtrado se evalu6 en ciclos de pretratamiento. Se estudio el efecto del hidromodulo de 1:10y
3% de NaOH, 1:10 y 6% de NaOH y 1:20 y NaOH 3% posteriormente se realizo la hidrdlisis
enzimatica del bagazo en donde se utiliz6 un complejo enzimatico celulolitico Econasa-CE. Se
determind la velocidad de hidrdlisis variando la enzima a diluciones entre 9x10 y 1x1073,

temperaturas a 30 y 50°C, tiempo hasta 160h y el efecto de la reutilizacién de la enzima.
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Lopez, et al., (2008) El pretratamiento consistio en el uso de aserrin el cual se mezclo
durante 24h con etanol al 95%, se lavd con agua destilada, se sec6 a 70°C durante 24h y se
almacen0 a temperatura ambiente. Se probaron los métodos de pretratamiento con NaOH,
H2S04 y explosion con vapor. Posteriormente el material pretratado se sometio a hidrdlisis
enzimatica, utilizando para ello un preparado comercial, Celluclast 1.5L proporcionado por
Novozym de México. Se determino el contenido de azucares reductores en el hidrolizado por
el método de Miller (1959). Los resultados se multiplicaron por 0.9 para corregir el agua
afiadida a la molécula durante la hidroélisis de la celulosa. Se calculo el porcentaje de

sacarificacion respecto a los azlcares potencialmente hidrolizable.

Salcedo et al., 2011 se basaron en primer lugar en la preparacién de cuatro sustratos de
material lignocelul6sico, hojas y cogollos provenientes de los residuos de la cosecha de cafia, con
el fin de evaluar el efecto o0 no de cada pretratamiento, sobre la hidr6lisis enzimatica de los
mismos. El primer sustrato (S1) correspondi6 al control, al que no le aplicaron ningun tipo de
tratamiento. En la preparacion del segundo sustrato (S2), los residuos los sometieron a una
delignificacion enzimética con la enzima comercial Suberasa® de Novozyme. El material
lignocelul6sico (S3), lo obtuvieron al someter el material (S1) a un proceso de delignificacion
por organosolvente donde la reaccion se baso en la adicion de 45% de etanol y el uso de 3% de
NaOH como catalizador a una temperatura de 150°C durante 120min. Por altimo, en la
preparacion del sustrato (S4), al material lignocelulésico (S1) le adicionaron alcohol etilico al
70% durante 12h, posteriormente fue sometido a un lavado con agua. EI material resultante lo
llevaron a una coccion a 80°C con NaOH al 4% con una relacion liquido/solido de 4, durante 3h.

El material fue sometido a un lavado con suficiente agua hasta desalojar el NaOH. La muestra
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resultante fue introducida por 30min en una solucion de NaOCI; al 4% a un pH 3.8, la cual se
obtuvo por la adicion de una solucion de CH;COOH 6M. A las muestras tratadas se le determino
humedad, nimero de Kappa y el contenido de celulosa, hemicelulosa, lignina, extractivos y

cenizas por el método Van Soest.

Por otro lado, en la evaluacién de enzimas en donde a partir de las mezclas de actividades
enzimaticas que se obtuvieron a partir de cinco enzimas comerciales (Accellerase 1500,
Accellerase XY, Accellerase XC, Accellerase BG, Klerzyme 150, Celluclast, OptimashTM BG,
Pectinex Ultra, Rapidase ADEX, Clarex Citrus, Viscozyme L, Citrozyme Ultra), en donde
usaron curvas de progreso de la reaccion a partir de diferentes relaciones enzima/sustrato E/S
(0.05, 0.1, 0.2, 0.3) para los sustratos pretratados (S1, S2, S3, S4). La reaccién se realiz6 en
soluciones buffer acetato a pH 4.8 con una relacion sélido/liquido de 6:100 a una temperatura de
40°C y tomaron muestras a tiempos de reaccion de (0, 2, 6, 9, 24 y 28 h), a las que se les

determiné azucares reductores por el método de DNS.

Qi et al., 2016 en la hidrdlisis enzimatica para evaluar el efecto del pretratamiento de
desparafinado lo realizaron utilizando 2% de BCA nativo o desparafinado y un céctel de
enzimas que consta de 29 FPU celulasa y 104 Ul de xilanasa por gramo de biomasa. El
tampon del sistema fue acetato de sodio 100 mM (pH 5,0 ajustado con CH3COOQOH). Las
mezclas se incubaron a 50°C durante 120h con agitacion. Cada hidrolisis enzimatica fue
realizada por duplicado. Las digestibilidades de celulosa y xilano se calcularon de acuerdo con

las siguientes ecuaciones:
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. o ey Cglucosa x0,9
Digestibilidad de la celulosa= ~L——22
Ccelulosa

Ecuacion 4. Digestibilidad de celulosa segun Qi et al., 2016.

Digestibilidad del xylano= £125¢ 0,88

Cxylano

Ecuacion 5. Digestibilidad del xylano segun Qi et al., 2016.

La metodologia empleada por Liu et al., 2020, inicio con el pretratamiento enzimatico donde
se usé tampdn fosfato para preparar una suspension de fibra BBK al 5% en peso con un pH de 7.
Luego se usaron dosis de endoglucanasa de 0, 1, 10, 30, 60 y 120 Ul/g para pretratar las fibras
BBK. Después, se incubd a 50°C durante 2h con agitacion. Brevemente, la suspension se coloco
en un bafio termostatico a 100°C durante 15min para desactivar la enzima. Posteriormente, se
filtré la muestra a través de papel de filtro y se recogio la fraccién liquida obtenida para medir
los azUcares totales producidos por pretratamiento enzimatico. Las muestras de fibra filtradas se
lavaron con agua desionizada y luego se recogieron para su posterior fibrilacion mecanica.
Seguidamente, las fibras pretratadas enzimaticamente se sumergieron en 8L de agua desionizada
durante 2h para obtener una suspension de fibras hinchables con una consistencia sélida del 2%.
Luego, se realizé una micro-trituracion de las fibras usando una trituradora ultrafina MKZA 10-
15 J a una velocidad de rotor de 1500rpm. Ademas, se us6 una muestra de control, es decir,
fibras BBK pretratadas con 0 Ul/g de enzima, la cual se someti0 a trituracion mecanica durante

6h y se tomaron muestras a las 2, 4 y 6h para su analisis. Las fibras pretratadas enzimaticamente
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con diferentes dosis de enzimas de 1, 10, 30, 60 y 120Ul/g se sometieron a trituracion mecanica
durante 2h para obtener CNF. Posteriormente, se realizo el analisis morfoldgico de las fibrillas
procesadas mediante SEM donde anteriormente se le habrian dispersado en agua desionizada a
una consistencia del 0,1% con agitacion por 1h. Luego, se deposito una gota de la suspension de
fibrillas sobre una oblea de silicio y se seco usando un sistema de liofilizacion Labconco. Para
mejorar la conductividad de las fibrillas, las muestras de fibrillas liofilizadas se pulverizaron con
una fina capa de oro antes de la obtencién de imagenes con FE-SEM. Por otro lado, se le practicd
el analisis de TGA utilizando un analizador (STA 449 F5, NETZSCH-Gerétebau GmbH,
Alemania) en una tasa de temperatura de 10°C/min en atmdsfera de nitrogeno, y para estudiar la

estabilidad térmica usaron el software de analisis Proteus.

La hidrdlisis enzimatica empleada por Pereira & Arantes, 2020, uso como materia prima el
BCA y un control con BEKP, donde el cdctel enziméatico empleado para la hidrolisis fue Cellic
CTec 2 (Novozymes), con un contenido de proteina total de 200mg de proteina por gramo de
preparacion enzimatica. Luego el BCA se moli6 y se clasifico en un tamiz, de modo que solo se
recolectaron y procesaron particulas con un tamafio de 6mm. Seguidamente, se realiz6 el
pretratamiento de explosion de vapor (SE), en la cual el reactor SE se aliment6 simultdneamente
con bagazo molido a una velocidad de 10kg/h y vapor saturado a una velocidad de 25 a 30kg/ha
15bar aproximadamente a 190 ° C, con un tiempo de residencia de 15min, despresurizado y
descargado. Posteriormente, se recogio, se lavo con agua industrial hasta alcanzar un contenido
de solidos del 8% (p/p) y se centrifugo a 542,1g por 10min para separar la fraccion liquida de la

pulpa de bagazo pretratada denominada celulignina. Despues, se trato en una vasija de reactor de
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350L y se calentd. Brevemente, el reactor se cargo con 18kg de celulignina con un contenido de
humedad del 64% y una solucion de NaOH para alcanzar una concentracion final de 1.0% (p/v)
en una proporcion de 1:10 sélido-liquido bajo agitacion constante a 80rpm a 100£2°C por 1h. Al
terminar la reaccion, las fracciones liquida y sélida se separaron con un filtro y se lavo
cuidadosamente de la fraccion solida, se recogid y se almacen0 a 4°C. Posteriormente, se
acidifico a pH 2,0 con aproximadamente 1,5L de H2SO4 al 98% (p/p) para la precipitacion y
recuperacion completas de la lignina. Luego, se separ0 y se lavd mediante filtracion en un filtro
prensa con agua hasta que se alcanzé un pH final de aproximadamente 6,0, se lavé la lignina y se
retird el exceso de agua con aire comprimido y fue almacenada a 4°C y se uso con fines de
balance de masa. A partir de esto, se sometid a hidrolisis enzimatica bajo diferentes
combinaciones de carga sélida y carga enzimatica en un tampon de acetato de sodio 50mM (pH
4.8) a 50°C y 20rpm en un matraz de 50mL con un volumen de reaccion de 30mL en una
incubadora. Al final de la hidrdlisis, se retiraron los matraces, se calentaron inmediatamente a
100°C por 10min para inactivar las enzimas y se centrifugaron a 3000rpm (1962g) y 10°C
durante 15min, y los azUcares liberados en el hidrolizado se cuantificaron mediante HPLC.

Ademas, el rendimiento de conversion de celulosa se calculé mediante la siguiente ecuacion:

CgluX090Xv
0%C=-222 """ 100
mXC%

Ecuacion 6. Rendimiento de conversion de celulosa segun Pereira & Arantes, 2020.



117

Donde, el % C es el rendimiento de conversion de celulosa, Cglu es la concentracion de glucosa
(g9/L), m es la masa de pulpa inicial (g), C% es el contenido de celulosa en la pulpa (%), 0.90 es la

conversion de celulosa a factor de conversion de glucosa y v es el volumen de reaccion.

Por otro lado, para la caracterizacion de los CNC tuvieron en cuenta el anélisis AFM el cual
se hizo funcionar con la técnica de contacto intermitente a una frecuencia de resonancia nominal
igual a 75kHz y una constante de fuerza nominal (resorte) de 2,8N/m. Las imagenes AFM se
obtuvieron del procesamiento de topografia de superficie con el software Gwyddion 2.51 (64
bits) y se trazaron 100 mediciones de didmetro para cada muestra de CNC utilizando el software
Origin. De igual forma para determinar el Crl se determind segin Segal et al., (1959) utilizando
un difractometro de rayos X Shimadzu 6000 DRX. El Crl se determing utilizando los datos con
la ayuda del software Origin. Para el andlisis de estabilidad térmica se obtuvieron y analizaron
con la ayuda del software Origin, para determinar la Tonset Y 1a Tmax asi como la temperatura final

de degradacion (Toffset).

La metodologia empleada por Aguiar et al., 2020 inicio con el procedimiento de purificacion
el cual fue necesario para asegurar una remocién eficiente de materiales no celulésicos,
especialmente lignina, que dificultan el acceso de enzimas a la celulosa, perjudicando la
viabilidad de hidrolisis enzimatica en 1L de una solucion acuosa de hidroxido de sodio al 10% (p
/ p) durante 1h a 80°C, bajo agitacion mecanica, lavado con agua destilada hasta pH neutro, y

luego se seca a 50°C durante 24h. Después de este tratamiento con alcali, las fibras se
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blanquearon con una solucion compuesta de igual partes (v / v) de tampdn acetato (27% en peso
de NaOH y 7,5% (v / v) de &cido acético glacial, en agua destilada) y clorito de sodio acuoso
(1,7% en peso de NaClO2 en agua). La proporcion utilizada en este tratamiento blanqueador fue
1 g de fibra por 50mL de solucidn. El blanqueo se realiz6 a 80°C durante 4 h, con agitacion
mecanica. Las fibras blanqueadas fueron lavadas en agua destilada hasta pH neutro, seguido de
secado a 50°C durante 24h. Después del proceso de purificacion, los materiales resultantes
fueron denotado bagazo de cafia de azUcar tratado (TSB) y paja de cafia de azUcar tratada (TSS).
El TSB y el TSS se sometieron a hidrolisis enzimatica en tampon citrato de sodio (0,1 M, pH 5),
con una carga de solidos del 10% (p / v) y una carga enzimatica de 10mg de proteina por gramo
de fibra tratada. Los experimentos se realizaron en un agitador-incubador, a 50 ° C y 200 rpm,
por tiempos de 24, 48, 72 y 96h. Se realizaron tres hidrolizaciones independientes para cada
biomas y tiempo de reaccion. La concentracion de glucosa liberada fue monitoreada usando un
kit de analisis enzimatico de glucosa GOOD-PAD (Labtest, Brasil) siguiendo el procedimiento
proporcionado por el fabricante. La conversion enzimatica de celulosa (ECC%) fue calculado

usando la ecuacioén:

ECC (mglucosa_ mgillucosa) % 100
. ( m?}?ucosa)*l'll

Ecuacion 7. Factor de conversién de celulosa a glucosa segn Aguiar, 2020.
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Donde mgﬁmsa es lamasa de celulosa (g) utilizada en las hidrolizaciones enzimaticas y m,,cosq

y m;’?ucosa son las masas de glucosa (g) después y antes de la hidrdlisis, respectivamente. El factor

1,11 es el factor de conversién de celulosa a glucosa.

4.4. Caracterizacion

4.4.1. Propiedades estructurales

44.11. DRX
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Figura 11. Obtencion de DRX por Pereira & Arantes, 2020.
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Figura 12. Obtencion de DRX por Aguiar et al., 2020.

Aguiar et al., 2020 la hidrolisis enzimatica la analizaron por DRX como se observa en la

figura 12. Los Crl los estudiaron en base a las areas bajo los picos cristalinos individuales y el

halo amorfo, extraido de los perfiles de intensidad de difraccion mediante un proceso de ajuste

de curvas. Utilizaron el software Origin 7.5 para el ajuste de los picos del difractograma,

asumiendo funciones gaussianas para cada pico, mientras que se asigno un pico ancho de

alrededor de 21,5° a los picos amorfos. Los autores eligieron la funcién gaussiana porque genero

el ajuste de pico mas cercano de los perfiles de intensidad de difraccion y los valores del Crl se

calcularon utilizando la Ec 1. Aguiar et al evidenciaron la presencia de celulosa Il por la

aparicion de un pico a 260=12 ° (plano 101). La principal causa de polimorfos de celulosa I y 11 es

la disolucidn de la celulosa en una solucidn de sal inorganica como NaOH, segun lo informado

por los autores el porcentaje de celulosa Il en relacion con la celulosa I (Ir) alcanzé el 20%
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después del tratamiento quimico y disminuy0 a casi la mitad después de la hidrolizacion
enzimatica para paja y bagazo, lo que indica que la hidrolisis enzimatica de la celulosa Il fue

ligeramente superior a la de la celulosa I.

El Crl resultado del estudio de Pereira & Arantes, 2020 para BSCP fue del 94%, el cual es
relativamente alto principalmente debido a la eliminacion de componentes no celulésicos del
SCB (hemicelulosa y lignina). En comparacion con BEKP que fue de 92,6%, se observo que
BSCP tiene una calidad similar en términos de la organizacién estructural dada mostrada por el

Crly el ancho de cristalita.

4412 FTIR
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Figura 13. Obtencion de FTIR por Oliveira et al., 2020.
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En estudios realizados por Aguiar et at., 2020 las composiciones quimicas de los materiales
de partida y los materiales residuales después de las hidrolizaciones enzimaticas (EHR) fueron
analizadas por FTIR. Los espectros FTIR para las diferentes etapas de procesamiento del BCA 'y
paja fueron obtenidos. Para facilitar la identificacion de algunos fendmenos, los autores

dividieron los resultados en dos graficas, en el rango espectral de 1900 a 1200cm ™ los espectros

fueron similares para las dos muestras, mostrando una banda en aproximadamente 3340 cm™2,

correspondiente a la vibracion de estiramiento del enlace O-H, y una banda C-H a 2900cm 2.

Estas bandas se atribuyeron a las estructuras alifaticas de la lignina, celulosa y hemicelulosas.

El anlisis FTIR realizado por Oliveira et al., 2020 fue utilizado para detectar la presencia del
principal grupo organico constituyente de la lignina. EI FTIR utilizd espectros de absorcién en el

rango 400-4000 cm ™1, y estos se obtuvieron utilizando el equipo Spectrum65 FT Spectrometer

(Perkin Elmer, EE. UU.).
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4.4.2. Propiedades térmicas
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Figura 14. Obtencién de TGA por Pereira & Arantes, 2020.

Aguiar et al., 2020 utilizaron medidas termogravimétricas un analizador TGA Q500 (TA
Instruments). Las propiedades térmicas de las nanocelulosas juegan un papel importante cuando
estos materiales se utilizan como refuerzos en nanocompuestos, especialmente en el caso de
compuestos procesados en fundido (Aguiar et al., 2020). Para el bagazo extraido su Tmax después
de 72h de hidrdlisis fue de 314,6°C y paja después de 48h fue de 316,4°C. Con el aumento en el
tiempo de hidrdlisis, la estabilidad térmica de ambas fibras disminuyo, lo que puede estar

asociado con la reduccion del tamarfio de las nanoparticulas. La hidrolisis enzimatica es un
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proceso que da como resultado nanocelulosa con peso molecular reducido, aumento de la
superficie especifica y grupos mas activos expuestos que facilitan el inicio de reacciones de
degradacion térmica. Ademas, todas las muestras también presentaron un segundo evento
correspondiente al proceso de degradacion de la celulosa, que implica los procesos de

despolimerizacion, deshidratacion y descomposicion de unidades glucosidicas.

La estabilidad térmica en la investigacion realizada por Liu et al., 2020, se evidenciaron
valores de Tonset Y Tmax de las muestras E0-G2, E1-G2, E10-G2, E30-G2, E60-G2 y E120-G2 de
CNF, las cuales fueron alrededor de 314,5 a 329,8°C y 346,8 a 356,9°C, respectivamente, lo que
atribuye a que el pretratamiento enzimético provoco una ligera reduccion en la estabilidad
térmica de los CNF. Ademas, todos los CNF preparados evidenciaron una alta estabilidad
térmica, que fue claramente mas alta (Tonset~200°C, Tmax~250°C) que los de CNF oxidados por
TEMPO. Lo que se debe a un menor dafio del tratamiento enzimatico sobre las estructuras
quimicas de las fibrillas de celulosa, pues la oxidacion con TEMPO conduce a la formacion de
grupos carboxilato de sodio que se dan a partir de los hidroxilos primarios C6 de la celulosa, lo

que da como resultado una disminucién significativa en el punto de degradacion térmica.
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4.4.3. Propiedades mecanicas
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Figura 15. Resultado Prpiedades mecénicas Tension-deformacion obtenido por Liu et al., 2020.

Liu et al., 2020, reportaron que las propiedades mecanicas de los CNF evidenciados en la
figura 10, donde podrian ajustarse regulando el proceso de trituracion mecanica asistida por
endoglucanasa. Como, por ejemplo, incrementar la dosis de la enzima en el pretratamiento de 0 a
120 Ul / g, la resistencia a la traccién de las peliculas de CNF disminuy6 de 216 a 154 MPay el
alargamiento a la rotura se redujo de 17,9% a 6,3%. Estos resultados son atribuibles al efecto de
reduccion del pretratamiento con endoglucanasa sobre la longitud y la relacion de aspecto de las
nanofibras, que son factores que gobiernan la resistencia a la traccion y el alargamiento a la

rotura de las peliculas de CNF.
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4.4.4. Problematica en la obtencion

El principal problema en el uso de celulosa de BCA es la estructura cristalina que hace que
sea dificil para hidrolizar (Panagiotopoulos et al., 2013). Para la hidrolisis enzimatica del
material lignocelulésico, la mayoria de los estudios utilizaron los enzimas comerciales costosos
que se suman al costo de la fermentacion y por lo tanto limitan la comercializacion de la
produccion de celulosa (Stork et al., 2009). La hidrélisis enzimética se puede llevar a cabo por
diversos enfoques, pero con ciertos compromisos y desventajas. Este es el caso de Salcedo et al.,
2011 en donde usaron enzimas comerciales para la hidrolisis de residuos de la cosecha de cafia
de azlcar en donde los mejores resultados se obtuvieron con el preparado enzimatico E5, que
contiene las siguientes actividades enzimaticas: hemicelulusas de 52.75 unidades globales/ml,
celulasas total de 27.53 FPU/ml, endoglucanasas de 1782,1 CMC/ml, exoglucanasa de 0.377
Ul/ml, betaglucosidasa de 550 pNPG U/ml, xilanasa de 28.23 Ul/ml, galactosidasa de 7.1 Ul/ml,
manasa de 2.76 Ul/ml y ranmanasa de 14.63 Ul/ml y el sustrato S3, con un contenido de celulosa
de 80.53%, hemicelulosa de 13.35, lignina 1.36 y un nimero de Kappa de 5.85 el cual presentd
el mayor indice global de Nhidrolisis que corresponde a un valor de 117.16. El estudio les
permitié concluir que el preparado enzimatico E5 presentaba un gran potencial para la hidr6lisis

de los residuos de la cafa de azucar tratados en ese proyecto.

Campos et al., (2013) estudiaron la hidrdlisis enzimatica en la implementacion de dos nuevas

enzimas, una endoglucanasa y una mezcla de hemicelulasas y pectinasas para obtener
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nanoparticulas celulosicas. En este estudio, el curaua y el BCA fueron desparafinados y
blanqueados antes de la accion enzimatica durante 72h a 50°C, y luego realizaron una
sonicacion. Estos reportaron un método eficaz y mas facil que permite extraer nanofibras de
celulosa del BCA, lo que resulto en nanoparticulas sin ocasionar algin dafio en las cadenas de
celulosa. Por otro lado, las fibras de curaué necesitaban una mayor concentracion de enzimas y
las nanofibras obtenidas mostraron una disminucion de la cristalinidad lo cual, sugirieron que la

estructura de la celulosa estaba comprometida.

4.4.5. Uso de microorganismos para la obtencién

Oliveira et al., 2020 en los ensayos de hidrdlisis enzimatica realizaron para evaluar la
efectividad real del extracto celulolitico enzimatico crudo (extracto casero) de Aspergillus
fumigatus CCT 7873 comparandolo con un extracto celulolitico comercial de Trichoderma
reesei (celulasa de Trichoderma reesei ATCC 26921). El extracto crudo de Aspergillus
fumigatus CCT 7873 mostr6 un desempefio satisfactorio incluso alcanzando una tasa de
hidrolisis inicial mayor que la comercial. Adicionalmente, se obtuvieron valores de RS cercanos
a 1.1 mg mL* usando ambos cdcteles luego de 96 h de hidrdlisis. Cabe sefialar que el extracto
crudo de Aspergillus fumigatus CCT 7873 no se purificd ni se optimiz6 su composicién. En
relaciéon al BCA pretratado con 4% de NaOH, el valor maximo encontrado para el RS utilizando

el extracto crudo fue de 6,30 mg mL ™! en 96 h. El pretratamiento favoreci6 la accién del

extracto comercial que mostré valores de RS casi el doble de los exhibidos por el extracto crudo
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(11.59 mg mL™! y 6.30 mg mL ™, a las 96 h). Como ya se esperaba para el BCA sin tratar, se

observo una menor conversion tanto para el coctel enzimatico, alcanzando valores de 28.53% y
23.43% para el comercial como para el A. fumigatus CCT 7873, cuando se utilizd una carga

enzimética de 7.5 FPU g~* de BCA. Obteniendo como resultados que los cocteles enzimaticos

pudieron hidrolizar la celulosa de los BCA pretratados y no tratados. El pretratamiento con
NaOH al 4% favorecio tanto la hidrolisis completa como la formacion de CNC. Para el tiempo
de hidrdlisis de 48h, se obtuvo una buena distribucion de tamafio y forma de particula, formando
nanocristales con un didmetro de aproximadamente 61nm. Los coctel casero de Aspergillus

fumigatus CCT 7873 de SSF tuvo éxito en la generacion de CNC que mostré forma esférica.

Por otro lado, Luciano et al., 2014 obtuvieron un perfil de actividad de carbohidrasas muy
interesante en la preparacion enzimatica, al cultivar A. nainiana en tallo de banano y BCA, con
altas actividades de xilanasa, pectinasa y CMCasa. La relacion de actividad
exocelulasa/endocelulasa de las celulasas producidas de un cultivo de 7 dias vari6 entre 1y 4
segun el sustrato, y el mayor contenido de endoglucanasa lo consiguieron cuando se cultivo en

BCA.
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Tabla 4. Enzimas de importancia para la hidrélisis enzimatica.

Enzima

Importancia

Pectinasa (Pectinex Ultra)

Es capaz de romper sustancias pécticas
vegetales, producida por una cepa de
Aspergillus aculeatus, ademas, esta compuesto
de una cadena linear de moléculas de acido D-
galacturonico que unidas constituyen el acido
poligalacturénico, la cual al romperse cambia
las caracteristicas de los alimentos (Florez,
2012).

Endoglucanasa

Intervienen en la degradacion enzimaética de la
celulosa a glucosa (Salcedo et al., 2011),
cortando al azar en el interior de la celulosa
amorfa, generando oligosacaridos de varias
longitudes y, en consecuencia, nuevos
extremos de cadena (Gutiérrez et al., 2015).

Beta-glucanasa

Es excretada por Trichoderma sp. el cual tiene
la capacidad de secretar residuos extracelulares
al igual son enzimas que hidrolizan los enlaces
O-glucosidicos de las cadenas de B-glucano
(Sioli et al., 2013).

Complejo enzimatico celulolitico Econasa-CE

Es utilizada para la hidrélisis de la celulosa
microcristalina'y el BCA para la produccion de
etanol (Michelena, et al., 2009).

Celluclast

Es capaz de romper los materiales celulésicos
en azucares fermentables, la reduccién de la
viscosidad de sustratos celuldsicos solubles o
el aumento en el rendimiento de productos
valiosos de origen vegetal (Centro Nacional de
Biotecnologia, 2018).
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Suberasa

Intervienen en el proceso de hidrdlisis del
material ~ lignoceluldsico  (delignificacion
enzimatica) (Salcedo et al., 2011).

Coctel enzimatico celulasa y xilanasa

Participan en la degradacion de los
componentes principales de la hemicelulosa
(Salcedo et al., 2011).




131

5. Conclusiones

El BCA es utilizado como materia prima industrial de bajo costo, ya que puede proporcionar
una solucion sostenible y econdmica para la produccion de productos de valor agregado de base
bioldgica por esta razon, al ser un residuo agroindustrial es considerado como una alternativa
viable ya que sus productos al ser biodegradables, ayuda a solucionar diversos problemas
ambientales que se presentan principalmente por las quemas, de esta manera; se logré establecer
mediante la busqueda de informacion de diversos autores las propiedades de la nanocelulosa
obtenida a partir del bagazo de cafia de azUcar por hidrdlisis &cida y enzimatica, las cuales se
basaron en propiedades estructurales, térmicas, reoldgicas, morfoldgicas y mecanicas, donde se
evidencio el rendimiento de produccion de celulosa como también otras sustancias poliméricas

como hemicelulosa y lignina.

Por analisis de DRX se pudo evidenciar que la ausencia de hemicelulosa y lignina
incrementan el contenido cristalino de las fibras de BCA y la nanocelulosa. Ademas, segun los
estudios en cuanto al Crl en la hidrolisis acida se observo el porcentaje mas alto el cual fue de
74% al utilizar el H3PO4. Esta es la razon de las buenas propiedades mecanicas exhibida por la
nanocelulosa al aumentar el Crl. Como tal se logro observar que los tratamientos enzimaticos

presentan mejores Crl que los de hidrolisis &cida.

Los resultados de analisis de FTIR presentados por los diferentes autores, permitieron

evidenciar que en algunos casos la separacion de la celulosa de la lignina y hemicelulosa no fue
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completa, ya que se pudo evidenciar respectivamente la aparicion de picos debidos a vibraciones
del estiramiento de enlaces C-C de anillos aromaticos y de grupos carbonilos. La técnica de
FTIR es importante para inferir sobre la pureza de la celulosa, ya que permite la identificacion de

grupos funcionales presentes en los diferentes compuestos.

Los resultados de andlisis térmico muestran que la estabilidad térmica del BCA es
dependiente del nimero de componentes, la estabilidad de ellos y del tipo de tratamiento
hidrolitico al que sea sometida la BCA. Ademas, la estabilidad térmica de la nanocelulosa
depende del tratamiento empleado para obtenerla, ya que entre mas interacciones existan a través
de los enlaces de hidrogeno, esta serd mayor. Por otra parte, también se permitio evidenciar que,
si la nanocelulosa no es completamente purificada, entonces se pueden presentar pequefias
cantidades de hemicelulosa y lignina, lo cual hara que se presenten mas temperaturas de
descomposicion térmica en los termogramas, pues la estabilidad térmica de ellos es diferente a la

celulosa.

Los resultados reologicos indican que la nanocelulosa tiene un comportamiento viscoelastico
y la reduccion en los médulos esta asociada con la disociacion de los enlaces de hidrogeno, lo

cual ha sido reportado por algunos estudios en este trabajo.

Mediante analisis de SEM y TEM se pudo evidenciar la presencia de agregados de celulosa,
lo cual se atribuy0 a la fuerte interaccion entre los grupos OH de ésta. Ademas, la eliminacion de

componentes no celulésicos aumenta la rugosidad de la superficie y la relacion de aspecto
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después del tratamiento con alcali. Por anélisis de FE-SEM, se observé que el tamafio de
particula de la nanocelulosa disminuyd al aumentar el tiempo y la temperatura de hidrolisis, lo
cual pudo deberse a que, durante la hidrdlisis acida, no solo se eliminaron las partes amorfas,

sino que también se destruyeron algunas partes de la celulosa cristalina.

El método de obtencion de nanocelulosa por hidrolisis acida ha presentado mejores valores de
Crl que los obtenidos por hidrolisis enzimatica. Esto indica que la nanocelulosa obtenida por
hidrolisis &cida, presenta mejores propiedades mecanicas. Este resultado es importante ya que la
metodologia quimica es més rapida que la enzimatica y esto ayuda a que los tiempos de

produccidn sean menores.

El uso de enzimas comerciales como Unica alternativa para los procesos de hidrdlisis
enzimatica; aunque esta alternativa tenga la desventaja del elevado costo que acarrea el uso de
estas, es una de las opciones mayores usadas en proyectos de investigacion, los enzimas
utilizados en este proceso son obtenidas de microorganismos con la habilidad de degradar
macromoléculas como la celulosa. Uno de los microorganismos productores es Trichoderma, el
cual contiene un sistema enzimatico con diferentes clases de enzimas comerciales, las cuales
actuan sinérgicamente para degradar la celulosa a glucosa. Por otra parte, es importante
mencionar la hidrdlisis &cida la cudl es otra de las técnicas de mayor importancia descrita y
usadas por diversos autores. Donde, en las diferentes investigaciones propuestas se lograron
obtener rendimientos significativos de un 94% de celulosa, es por esto que es necesario pretratar

la biomasa lignocelulésica antes de la extraccion de nanocristales y asi aumentar su produccion.



6. Recomendaciones

Se recomienda en posteriores estudios la aplicacién a nivel de laboratorio de la
hidrélisis enzimética, ya que no requieren de un reactivo quimico y son energéticamente
eficaces; generando un éptimo desarrollo a las condiciones operativas siendo viables y

rentables.

En base a los resultados obtenidos en los aportes bibliogréficos, se recomienda
ampliar la busqueda de informacién de acuerdo a los usos y aplicaciones de la

nanocelulosa en diferentes procesos industriales.
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