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Resumen

Titulo: Cationizacién de celulosa bacteriana usando sales de amonio cuaternarias”
Autor: Angélica Stefany Sandoval Miranda™

Palabras Clave: celulosa bacteriana, nanocelulosa, oxidacién, amidacién, metilacion.
Descripcion:

En esta investigacion se sintetizaron materiales funcionalizados a partir de celulosa bacteriana
mediante reacciones de oxidacion mediadas por el radical TEMPO o por acido peracético, seguida
de una amidacion “one-pot” con una diamina y metilacion con CHsl.

El contenido de grupos carboxilato obtenido luego de la oxidacion estuvo en el rango de 0,88 -
1,39 mmol COOH/g celulosa. La nanocelulosa carboxilada present6 una morfologia de
nanofibrillas en forma de cinta con un diametro de 22,3 - 25,9 nm.

La funcionalizacion de la nanocelulosa con grupos amino fue facilitada por la reaccion de
amidacion usando TBTU como agente de acoplamiento y una diamina, sustituyendo los grupos
carboxilatos (26,7 — 68,8%). Los resultados de espectroscopia FT-IR y XPS demostraron la
presencia del enlace covalente luego del acoplamiento con la diamina. Las imagenes FESEM
muestra una morfologia casi intacta con respecto a las muestras oxidadas y diametros entre 24,4 —
26,7 nm.

La metilacion logré6 modificar la celulosa amidada. Sin embargo, en las estructuras finales se
observaron principalmente grupos amino y grupos oxidados de nitrégeno, lo que implica que la
reaccién esencialmente transcurre por una via alterna a la N-metilacién. No obstante, los resultados
de XPS también muestran una sefial en 403,6 eV que puede indicar posibles interacciones entre
los grupos oxidados de nitrdgeno y los iones amonio. Las micrograficas FESEM permitieron
observar que luego de los tratamientos de modificacion superficial se obtuvo nanocelulosa
modificada sin alterar significativamente su estructura de red tridimensional con diametro entre
27,5a29,5 nm.

Los valores de HLB (experimental y tedrico) clasificaron la celulosa modificada como un agente
emulsificante O/W o solubilizante, segln corresponda, lo cual indica que son muy afines con fases
polares. Se hicieron también pruebas para el control de frizz en cabello. Sin embargo, la mayoria
de los materiales funcionalizados no presentaron actividad antifrizz.

* Proyecto de Grado
" Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Marianny Y. Combariza, Quimica, Ph. D.
Co-director: Julio Roberto Pinzén, Quimico, Ph. D.
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Abstract

Title: Cationization of bacterial cellulose using quaternary ammonium salts *
Author: Angelica Stefany Sandoval Miranda™
Key Words: bacterial cellulose, nanocellulose, oxidation, amidation, methylation.

Description:

In this study, we synthesized functionalized materials from bacterial cellulose through oxidation
reactions mediated by the TEMPO radical or by peracetic acid, followed by "one-pot™ amidation
with a diamine and methylation with CHal.

Carboxylated nanocellulose had a carboxyl content ranging between 0.88 - 1.39 mmol COOH/g
cellulose and a morphology of ribbon-shaped nanofiber with diameters of 22.3 - 25.9 nm.

Nanocellulose was functionalized with amino groups via an amidation reaction using TBTU as
coupling agent and a diamine, replacing the carboxyl groups (26.7 - 68.8%). FT-IR and XPS
spectroscopy showed the covalent bond after coupling with diamine. FESEM images revealed an
almost intact morphology relating to the oxidized samples and diameters between 24.4 - 26.7 nm.

Methylation reaction resulted in the modification of the amidated nanocellulose. However, in the
final structures, mainly amino groups and oxidized nitrogen groups were observed, implying that
the reaction took place by an alternate route to N-methylation. Nevertheless, XPS results also
showed a signal at 403.6 eV that may indicate possible interactions between oxidized nitrogen
groups and ammonium ions. FESEM micrographs indicated that after the surface modification
treatments, the three-dimensional net structure was unaltered and had diameters between 27.5 and
29.5 nm.

HLB values (experimental and theoretical) classified the modified cellulose as an O/W
emulsifying or solubilizing agent, suggesting that they are similar to polar phases. Frizz control in
hair samples was performed using the materials synthesized. However, tests showed that most of
the functionalized materials did not exhibit antifrizz activity.

Introduccion

* Final Proyect
™ Science Faculty, Chemistry School, Director: Marianny Y. Combariza, Chemist, Ph. D.
Co-director: Julio Roberto Pinzén, Chemist, Ph. D.
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En 2019 la produccion de cacao a nivel nacional registré un crecimiento de 5,1% respecto
al afo anterior, reportando un total de 59 740 toneladas de cacao cosechado, de las cuales
aproximadamente el 42% corresponde a la produccion en Santander (Fedecacao, 2020). Sin
embargo, solo el 8% del total del fruto cosechado es usado en la cadena de valor, generando
grandes cantidades de desechos de biomasa, constituidos principalmente por mucilago, cascara y
cascarilla del fruto. La acumulacion de esta biomasa residual posteriormente genera problemas
fitosanitarios debido a la proliferacion de hongos y patégenos que pueden afectar las cosechas
cercanas a sus sitios de disposicion, generando pérdidas significativas en la cadena de produccion
del cacao. Por lo tanto, es indispensable evaluar la sostenibilidad agricola del cultivo y buscar
aplicaciones innovadoras que sean escalables en la industria promoviendo asi un sistema de
agricultura sostenible (Ramirez Sulvaran et al., 2014).

Recientemente, se ha propuesto usar los desechos de mucilago para generar nuevos
materiales con aplicaciones en diferentes sectores industriales como alimentos, construccion,
fertilizantes, biogas, espumas, farmacos y cosméticos (Crescente et al., 1999; Berra et al., 2015;
Fortunati et al., 2015; Motghare et al., 2016; Tahir etal., 2017; L. Jiang et al., 2018). Entre las
aplicaciones, se destaca su uso como fuente de carbono debido a que se encuentra compuesto
principalmente por fructosa, glucosa y sacarosa, compuestos Utiles en la biosintesis de elementos
biotecnologicos a partir de celulosa como polimero base (Billmeyer, 2004; Romero & Zambrano,
2012; Afoakwa, 2016)

La celulosa obtenida a partir de microorganismos, también llamada celulosa bacteriana, se
caracteriza por ser altamente pura, cristalina, moldeable y con propiedades fisicas, térmicas y

mecanicas particulares, las cuales le permiten ser considerada en diferentes aplicaciones como
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textiles, electrénica, membranas de separacion, suplementos dietarios, apdsitos, tejidos artificiales,
aditivos en neumaticos y en formulaciones cosméticas, entre otras (Garibay et al., 2004; Romeo,
2008; Carrefio Pineda et al., 2012; Jaramillo et al., 2013; S.-P. Lin et al., 2013; W.-C. Lin et al.,
2013; Esa etal., 2014). En el area cosmética, la celulosa bacteriana estd siendo estudiada
principalmente como agente estabilizante en formulaciones, matrices de soporte en mascarillas
faciales con ingredientes activos y en tratamientos para quemaduras en vista de sus propiedades
hidratantes (Ullah et al., 2016). Sin embargo, la produccion de cosméticos capilares basados en
celulosa bacteriana aun no ha sido explotada.

Por esta razon, en el presente proyecto de tesis buscamos desarrollar un material de celulosa
con propiedades emulsificantes, surfactantes y antiestaticas, con el fin de proponerlo como posible
principio activo para su uso en formulaciones de cuidado capilar. Con este proposito se propone
usar una secuencia de tres tratamientos quimicos (oxidacion, amidacion y metilacion) que permitan
modificar la superficie de la celulosa bacteriana, obtenida a partir de procesos biotecnolégicos de
aprovechamiento de residuos de la fruta del cacao.

En el proceso de oxidacion reportamos un tratamiento alternativo basado en el poder
oxidante del &cido peracético, normalmente usado como agente desinfectante o de blanqueamiento
en productos de limpieza y en la industria textil (Du et al., 2018; Sun et al., 2000; Wang et al.,
2020; K. Zhang etal., 2017). Asi como, la oxidacion mediada por TEMPO como método de
comparacion para obtener nanocelulosa carboxilada. La nanocelulosa oxidada por cada
tratamiento fue posteriormente funcionalizada con una diamina a partir de una reaccion de
amidacion “one-pot”, usando como agente de acoplamiento una sal de uronio. Finalmente, sobre
este Ultimo material se realizo una metilacion con yoduro de metilo en medio basico, para metilar

los grupos amino libres en la celulosa amidada hasta producir una sal de amonio en su estructura.
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Sin embargo, este Ultimo paso no ocurrio de acuerdo con lo planeado debido a que este tratamiento
puede presentar otras rutas de reaccion que no se consideraron.

Los materiales de celulosa modificados fueron caracterizados mediante conductimetria,
andlisis elemental, estabilidad coloidal para el potencial ¢, microscopia electronica de barrido de
emision de campo (FESEM), espectroscopia infrarroja de reflectancia total atenuada (ATR-IR),
difraccion de rayos X (XRD), espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS),
analisis termogravimétricos (TGA) y balance hidrdfilo-lipofilo (HLB). Los materiales obtenidos
presentan HLB alto, lo que los cataloga como surfactantes estabilizantes de emulsiones de aceite
en agua (O/W). Por altimo, la nanocelulosa modificada a partir de tratamientos propuestos no
presentd actividad antifrizz, al ser evaluada en muestras de cabello sin tratar de origen caucasico

mediante pruebas de hidratacion capilar.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo General
Estudiar el efecto de la cationizacién de la celulosa bacteriana con sales de amonio

cuaternario sobre las propiedades emulsificantes, surfactantes y antiestaticas del material

1.2. Objetivos Especificos
. Modificar quimicamente la superficie de la celulosa con sales de amonio.
. Evaluar los cambios fisicoquimicos generados en la celulosa modificada mediante
la caracterizacién por técnicas analiticas y morfolégicas.
. Determinar las posibles interacciones entre el cabello humano y la celulosa

cationizada.
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2. Marco referencial

2.1. Celulosa

La celulosa es un homopolisacérido con estructura lineal formado por dimeros de celobiosa
que se repiten a lo largo de toda la cadena de celulosa, la cual se encuentra conformada por
monomeros de D-glucopiranosa denominados anhidroglucosa, unidos a través de enlaces
glucosidicos B (1—4) en conformaciones tipo silla (Angiolani, 1960; Hubbard et al., 2007). Cada
mondmero de anhidroglucosa posee tres grupos hidroxilos libres en la posicion ecuatorial que
pueden formar puentes de hidrogeno intramoleculares e intermoleculares con otras cadenas, lo que
resulta en una estructura tridimensional, independiente de su fuente de extraccion (Figura 1)

(Turrado et al., 2008).

Figura 1. Estructura quimica de la celulosa.

OH OH
OH
OH ° ° HO OH
HO
0 (6]
OH OH
n
OH
Extremo no reductor Celobiosa Extremo reductor

La celulosa puede obtenerse a partir de diversas fuentes como vegetal, sintética y
bacteriana. La celulosa bacteriana (CB) es un producto extracelular biosintetizado principalmente
por el género Komagataeibacter (antes conocido como Acetobacter y Gluconacetobacter). A

diferencia de la celulosa vegetal, la CB es una estructura de red tridimensional ultrafina
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quimicamente pura con alta cristalinidad. Ademas, es un polisacarido biocompatible que cuenta
con bajo potencial inmunogénico, alta permeabilidad a liquidos y gases, alta absorcién de agua
(>90%) y gran éarea superficial. Por lo anterior, el estudio de las propiedades, modificaciones, y
aplicaciones del material son temas de activa investigacion en las areas de alimentos, biomedicina,
farmacéutica, sensores, y cosméticos, entre otros (Qiu & Netravali, 2014; Picheth et al., 2017; J.
Tang et al., 2017; Pinho & Soares, 2018). Por ejemplo, la CB puede ser usada como modificador
reoldgico en alimentos, fibra dietética, laxante, ap6sito para heridas, injerto de vasos sanguineos,
vehiculo de administracion controlada de medicamentos, implante médico (cérneas, huesos y
valvulas para el corazon), mascarilla facial y estabilizador de formulaciones cosméticas (Ullah

etal., 2016).

2.2. Tratamientos de modificacion superficial

Los tratamientos quimicos de modificacion superficial de la celulosa se basan en la
reactividad y el ataque de los grupos hidroxilos ubicados en C2, C3 y C6, con el fin de producir
materiales funcionales (Gurunathan et al., 2015). Entre las modificaciones quimicas encontramos
alcalinizacidn, silanizacion, acetilacion, cianoetilacion, benzoilacién, tratamiento con isocianatos,
esterificacion, eterificacion, copolimerizacion por injerto, oxidacion, nitraciéon, amidacion y
cuaternizacion con sales de amonio, entre otras (Gurunathan et al., 2015). En la Figura 2 se
presentan algunos de los procedimientos para modificar de manera superficial la estructura de un

polisacarido como la celulosa.



MODIFICACION QUIMICA DE CELULOSA BACTERIANA 19

Figura 2. Esquema general de las principales modificaciones superficiales de la celulosa.

Adaptado de (Gurunathan et al., 2015).
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Los procesos de oxidacion también permiten modificar la composicion quimica
(transformacion de grupos hidroxilo a grupos carbonilo y carboxilo), la cristalinidad y la estructura
de la celulosa a partir de la reaccion con diversos agentes oxidantes (periodato, ozono, hipoclorito,
peréxidos, peracidos y compuestos nitrogenados, entre otros) (Jaschinski etal., 2004). Por
ejemplo, la oxidacién catalizada por TEMPO convierte regioselectivamente el grupo hidroxilo
primario ubicado en el C6 a grupos aldehidos y carboxilos en medio acuoso alcalino. El proceso

ocurre a temperatura ambiente usando hipoclorito de sodio y bromuro de sodio como agente
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oxidante primario y co-oxidante, respectivamente. La oxidacion mediada con TEMPO se produce
principalmente en la superficie de las regiones cristalina y amorfa de la celulosa, alterando
ligeramente la cristalinidad del material. Ademas, la introduccién de grupos carboxilato facilita la
desfibrilacion de la celulosa y su dispersion en agua debido a repulsiones electrostaticas entre las
fibras modificadas (Tahiri & Vignon, 2000; T. Saito et al., 2006).

Los derivados de celulosa oxidada, a su vez, pueden hidrofobizarse mediante la union
covalente de grupos hidrofébicos a la superficie de la celulosa a través de reacciones de amidacion,
acilacion, silacion y esterificacion, entre otras (Lasseuguette, 2008; Hemraz et al., 2013). La
celulosa hidrofobizada puede usarse como refuerzo en matrices poliméricas no polares debido a
su baja o media polaridad, dependiendo del grupo insertado en la celulosa. La amidacién, como se
menciond anteriormente, es un proceso de modificacion hidrofébico superficial que permite la
formacion de un enlace amida en el biopolimero mediante la reaccion entre un grupo amina y un
acido carboxilico. Normalmente, esta reaccion requiere de varias etapas e implica, por ejemplo, el
uso de carbodiimidas solubles en agua como agentes de acoplamiento, altas temperaturas y
condiciones de pH especificas, lo que la convierte en un proceso lento, costoso y tedioso. Por estas
razones se han desarrollado métodos de sintesis mas eficientes, del tipo one-pot, adaptadas de la
sintesis de proteinas y peptidos. Por ejemplo, es posible hidrofobizar la superficie de la celulosa
usando una sal de uronio como agente acilante y una amina primaria, que reaccionan con la
celulosa oxidada formando inicialmente un éster activo y finalmente una amida (Gomez et al.,
2017; Calderon-Vergara et al., 2020; Gomez-Jaimes et al., 2020).

Por otra parte, la cationizacion de polisacaridos, que consiste en la introduccion de sales
de amonio cuaternarias en la superficie de la fibra celulosica, les confiere nuevas propiedades

como actividad antibacteriana, alta adsorcion de tintes anionicos y buena capacidad de floculacion
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(Ru et al., 2018). Estos grupos amonio pueden ser incluidos por adicion nucleofilica de EPTAC
con previa apertura del anillo en la estructura epdxica, eterificacion de grupos hidroxilos y agentes
cationicos a pH alcalino y reacciones click catalizadas por cobre, entre otras (Zhu et al., 2015; Hou
etal., 2019, p. 2). Sin embargo, para la cationizacién de biopolimeros que ya contienen en su
estructura un grupo amino libre, la ruta mas usada es la metilacién con yoduro de metilo e
hidroxido de sodio como catalizador. No obstante, esta reaccion no es selectiva hacia nitrégeno,
ya que puede presentarse reacciones secundarias como O-metilacion (Runarsson et al., 2007;

Runarsson et al., 2008; Rosilo et al., 2014).

2.3. Aplicaciones cosméticas de la celulosa

Un producto cosmético se conoce como un articulo disefiado para ser aplicado en el cuerpo
humano con el fin de limpiar, embellecer, promover el atractivo o alterar la apariencia fisica. Por
lo tanto, el disefio de una formulacion para el cuidado de la piel y/o cabello debe garantizar
principalmente hidratacion y humectacion, ya que diversos factores como la edad y el género de
una persona, asi como el ambiente al cual se encuentra expuesta, pueden generar pérdida de agua,
elasticidad y suavidad, ocasionando resequedad y enfermedades relacionadas (Wilkinson &
Moore, 1990).

Sin embargo, un producto que permita hidratar y prevenir el envejecimiento realmente no
se encuentra bajo la definicion de un cosmético, ya que son caracteristicas propias de un farmaco.
Aun asi, estos productos continian teniendo caracteristicas cosméticas, por lo cual, hace algunos
afios ha venido creciendo la aceptacion a nivel mundial del término cosmecéutico o cosmético
activo, propuesto por el dermatologo Albert Kligman, quien lo define como un hibrido entre un

cosmético y un farmaco, el cual promueve cambios en la epidermis debido a sus propiedades
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farmacologicas (Martins etal., 2014; Corinaldesi etal., 2017). Por consiguiente, todos los
productos de cuidado cuténeo y capilar diferentes a los decorativos, desmaquillantes y de limpieza
se denominan cosmecéuticos.

El uso de la celulosa bacteriana (CB) en el &rea de la cosmética va en aumento. Por ejemplo,
la CB se puede usar como agente estabilizante en formulaciones de emulsiones O/W en productos
de limpieza y acondicionamiento capilar. La adicion de CB a este tipo de productos disminuye la
cantidad de surfactantes sintéticos en las formulaciones, y al mismo tiempo reduce problemas de
irritacion y alergias en la piel y los ojos durante y después del uso sin alterar las propiedades del
cosmético (Ougiya et al., 1997; Cheng et al., 2012; Draelos et al., 2013).

Adicionalmente, la CB ayuda a estabilizar particulas sélidas de compuestos activos en
matrices liquidas, mejorando la textura y las propiedades sensoriales del cosmético (Gilbert et al.,
2013). Por esta razon, actualmente se usa CB en productos cosméticos como mascaras faciales
hidratantes y antiarrugas, exfoliantes, tratamientos capilares y productos para el cuidado de uiias,

entre otros (Gama et al., 2012).

2.4. Estructura de la piel y cabello
La piel es el érgano méas grande en nuestro cuerpo. Se encuentra conformada por tres capas,
denominadas hipodermis, dermis y epidermis. La formacién de estas capas permite crear una
estructura en la piel que funciona como barrera de proteccion activa contra golpes y dafios
ambientales. Igualmente, controla la pérdida de humedad, evita el ingreso de sustancias extrafas,
regula la perdida de calor y transmite los estimulos percibidos (Wilkinson & Moore, 1990).
La hipodermis se encuentra compuesta principalmente de adipocitos que proporcionan una

barrera térmica al cuerpo. Sobre esta capa se encuentra la dermis, un tejido resistente y elastico
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que acta como almohadilla del cuerpo frente a lesiones mecénicas y proporciona nutrientes a la
epidermis y a los apéndices cutaneos. Encima de ellas se encuentra la capa méas externa, la
epidermis, compuesta de un epitelio escamoso estratificado queratinizado que a su vez se divide
en cinco subcapas celulares: estrato basal, espinoso, granuloso, lGcido y cérneo (Wilkinson &
Moore, 1990; Mitsui, 1997; Krause, 2005; Sonneville-Aubrun et al., 2018; Lopez-Ojeda et al.,
2020).

Las conformaciones de células epidérmicas modificadas, como el cabello, contienen
queratina con alto contenido en cistina (11-16%), un aminoacido importante en su estructura
debido a sus enlaces disulfuro que le confiere rigidez e insolubilidad a las fibras capilares,
generando resistencia ante golpes o ataques quimicos (McKittrick et al., 2012). Ademas, casi el
50% en peso de esta proteina se encuentra constituida por cadenas laterales de aminoacidos,
permitiendo interacciones adicionales presentes en la queratina, la cual le permite formar una
estructura organizada (Mitsui, 1997; D. Zhang, 2013). Algunas de estas interacciones son:

= Enlaces de hidrogeno entre cadenas polipeptidicas paralelas.
= Interacciones Coulémbicas entre grupos de cadenas laterales con caracter catidnico
(-NHR2" en arginina, lisina e histidina) y aniénico (-COO" en 4cido aspartico y glutamico).

= Enlaces covalentes de disulfuro, intermolecular o intramolecular.

En la Figura 3 se observa en un corte longitudinal la formacion de pelo mediante
invaginacion de la epidermis en la dermis, formando una bolsita que engloba una pequefia papila
de la dermis que contiene el foliculo piloso. Las células epidérmicas que envuelven la papila
dérmica proliferan expulsando hacia la superficie capilar una columna de células queratinizadas,

la cual se conoce como tallo del pelo. Durante este proceso se genera un canal piloso, junto al cual
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se encuentra una glandula sebéacea que se abre hacia la parte superior del foliculo, segregando sebo

para lubricar y proteger el cuero cabelludo y el cabello (Wilkinson & Moore, 1990).

Figura 3. Representacion esquemaética de la anatomia del cabello. Adaptado de (Donato & Mija,

2020; Dandu, 2020).
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La matriz de cabello posee una cuticula que funciona como capa externa protectora que
recubre la corteza (componente principal del cabello). La corteza consiste en filamentos de
queratina altamente organizados Ilamados microfibras, que se empaquetan en unidades mas
grandes (macrofibras), unidas por el complejo de membrana celular que actiia como un cemento
entre las células (F.-C. Yang et al., 2014; Sonneville-Aubrun et al., 2018).

Sin embargo, los tratamientos capilares a los cuales se somete el cabello pueden generar
serios problemas en su estructura, ocasionando cambios en la distribucion de aminoéacidos. El
alisado, la ondulacion permanente, la aplicacion de tintes, las tensiones ambientales e incluso los
lavados con champu pueden generar dafios en la cuticula del tallo capilar como la desaparicion de
partes de la cuticula y descamacion. Los cabellos con este dafio no presentan brillo debido a la

dispersion de la luz reflejada y pierden suavidad. A medida que el dafio progresa, la corteza se ve



MODIFICACION QUIMICA DE CELULOSA BACTERIANA 25

méas expuesta, rompiéndose facilmente, ocasionando un cabello seco, quebradizo y opaco,
volviéndose dificil de estilizar (Sonneville-Aubrun et al., 2018).

Un problema muy comun en el estilizado de cabello es el frizz, que afecta comiunmente a
mujeres y es generado por una gran difusion de humedad hacia el cabello, generando cambios y
reorganizacion entre los puentes de hidrégeno y las interacciones de las cadenas laterales en la
queratina, ocasionando el incremento en el diametro de la fibra y, por consiguiente, un aumento
en el volumen del cabello (Marsh etal., 2015). En algunas ocasiones el frizz puede venir
acompafado de la pérdida de brillo y suavidad en el cabello, dando a entender que éste no goza de

buena salud (Punyani et al., 2016).

2.5. Antecedentes

Lainvestigaciony desarrollo de materiales funcionales a partir de biomasa ha ido creciendo
en los ultimos afios debido a la gran cantidad de residuos de biomasa proveniente de actividades
agroindustriales y la posibilidad de su aplicacién en diferentes campos industriales (Klemm et al.,
2005; Klemm et al., 2006; Gea, 2011). En residuos vegetales, el acceso a la celulosa y su posterior
modificacion inicia con pretratamientos de aislamiento y purificacion. Por ejemplo, el
blanqueamiento de la celulosa puede realizarse con acido peracético (APA). EI APA ha sido
evaluado como agente de blanqueamiento en fibras de yute y algodon. El APA permite eliminar
materiales no celulésicos de las pulpas y obtener fibras con caracteristicas similares producidas
con otros métodos de blanqueamiento (Nada et al., 1999; Prabaharan et al., 2000). No obstante,
este proceso también causa la oxidacion de la celulosa, pues se ha demostrado la aparicion de

grupos aldehido y carboxilico y la variacion en la cristalinidad del material. Consecuentemente, el
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APA puede considerarse como un agente de blanqueamiento con actividad oxidante (Nada et al.,
1999; Prabaharan et al., 2000; Abdel-Halim & Al-Deyab, 2011; Duan et al., 2017).

Por otra parte, una vez purificada, es posible oxidar la superficie de la celulosa para
producir nanofibras de celulosa. El método de oxidacion mas utilizado involucra la reaccién de la
celulosa en medio alcalino (NaClOs/NaBr) utilizando el radical TEMPO como catalizador. Este
proceso se conoce como oxidacion TEMPO y da como resultado nanofibras de celulosa con grupos
carboxilo y aldehido en su superficie. La oxidacion de la celulosa mediante la reaccion TEMPO
permite aumentar la retencion de agua del material, mejorar su dispersibilidad en agua, y aumentar
su hidrofilicidad y relacion de aspecto (longitud/ancho) (T. Saito & Isogai, 2004)

Los procesos de pretratamiento, aislamiento, purificacion de la celulosa son fundamentales
para la generacion de derivados funcionales del material. Estos procesos son menos complejos
cuando se considera la celulosa bacteriana (CB) que, debido a su proceso de biosintesis, existe
como una sustancia pura, compuesta 100% por celulosa, a diferencia de la celulosa proveniente de
plantas superiores. Una vez aislada y purificada, la celulosa puede ser modificada mediante
introduccion de grupos funcionales que le otorguen caracteristicas como hidrofobicidad,
dispersabilidad, carga superficial (anidnica o cationica), etc. Por ejemplo, en 2013, Hemraz et al.,
prepararon derivados de celulosa nanocristalina funcionalizada con aminas terminales sin grupos
protectores. Inicialmente, fue necesario oxidar la celulosa nanocristalina a través de TEMPO.
Luego, se llevo a cabo la reaccion de amidacion con aminas bifuncionales de cadena alquilica corta
por acoplamiento mediado con EDC/NHS. La funcionalizacion le otorgo a la celulosa estabilidad
térmica debida a la amida y versatilidad para conjugarse con otras biomoléculas debido a los

grupos amina terminales (Hemraz et al., 2013).
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La celulosa a escala nano, sola o en combinaciones con otros polimeros, puede ser utilizada
para construir enrejados tridimensionales, como por ejemplo los hidrogeles. Materiales
compuestos de CB-acrilamida sensibles al pH, con baja toxicidad y alta biocompatibilidad, pueden
ser usados como vehiculos para la administracion de farmacos via oral. Estos hidrogeles son
hemocompatibles, no citotoxico y no tdxico por via oral hasta 2000 mg/kg, lo que demuestra su
potencial en la administracion de farmacos (Pandey et al., 2014).

En el desarrollo de materiales celuldsicos catidnicos, en particular, se encuentra el trabajo
de sintesis de polisacaridos catidnicos con amonio cuaternario realizado mediante una reaccion
one-pot con polisacéridos neutros, epiclorhidrina y una amina terciaria en proporciones
equimolares. Debido a su carécter anfifilico, estos materiales pueden usarse potencialmente como
aditivos en farmacos, como floculantes o agentes antibacterianos (Nichifor et al., 2010). También
se ha reportado la influencia de la cuaternizacion e hidroxipropilsulfonacion en las propiedades
fisicoquimicas del almidén de tapioca oxidado (OTS). Las muestras de OTS se prepararon
mediante cuaternizacion simultanea e hidroxipropilsulfonacion con CHPTAC. Los resultados
demostraron que la cuaternizacion e hidroxipropilsulfonacién mejoraron la estabilidad, adherencia
y disminucién de la fragilidad de las fibras (Salajkova et al., 2012).

Adicionalmente, el Grupo de Investigacion en Fisicoquimica Teérica y Experimental
(GIFTEX) ha desarrollado en los dltimos afios diferentes métodos de modificacion de fibras
celulosicas, desde la sintesis de nanoparticulas metalicas y de 6xidos metalicos sobre fibras de
fique y sus diferentes aplicaciones, hasta el desarrollo de materiales avanzados a partir de
nanocelulosa de fique (Chacon, 2011; Garcia Villamizar, 2015; Sarmiento Mendez, 2018; Ovalle
Serrano, 2018). Con relacion a la produccién y modificacion de nanocelulosas, el grupo ha

trabajado en procesos de oxidacion TEMPO/NaClO/NaBr para introducir grupos aldehido y
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carboxilo sobre el hidroxilo primario de las unidades anhidroglucosa de la celulosa (Ovalle-
Serrano et al., 2018). Adicionalmente, en el grupo se desarrollan materiales funcionales a partir de
estas nanocelulosas como hidrogeles y materiales hidrofébicos. Los hidrogeles se producen
mediante la funcionalizacion de celulosa oxidada con nanoparticulas de plata (Ovalle-Serrano
etal., 2020). Por su parte, la celulosa hidrofobica se obtiene mediante reaccion one-pot de
amidacioén superficial mediada por TBTU, previamente reportada en el grupo de investigacion
(Gomez et al., 2017). A partir de esta reaccion, se logro intercambiar los grupos carboxilatos por
grupos amidas, generando un material hidrofébico con posibles propiedades surfactantes
(Calderén-Vergara et al., 2020).

Los tratamientos de modificacion previamente reportados por el grupo de investigacion
permiten obtener materiales multifunciones que pueden ser interesantes en la industria cosmética.
Actualmente, existe un gran nimero de patentes de formulaciones cosméticas que ilustran la
efectividad de los ingredientes usados en una preparacion para tratamiento capilar y cdmo hay
amplio espacio para el uso de la nanocelulosa modificada en esta area. En el 2003, un estudio
evalu6 la composicion de un aerosol con grupos amino 0 amonio cuaternario para el cuidado del
cabello (Keller & Kischka, 2003). En otro estudio, se presentd un tratamiento acondicionador
compuesto de una mezcla de copolimeros derivados de acido acrilico y acrilatos junto a copolioles
de dimeticona y polietilenglicol como controlador de frizz. (Snyder & Someya, 2006). Luego,
Nguyen et. al, publicaron una formulacion capaz de reducir el frizz, sellando la humedad dentro
de las fibras del cabello usando polimeros cationicos (0,1-5%), y silicona anionica (Nguyen et al.,
2008). En otra patente, proponen una formulacion de larga duracion para reducir el contenido de
agua (0,2-5%) a partir de compuestos aromaticos sustituidos y un controlador de humedad (Marsh

etal., 2015). Incluso, este afio, Nguyen et al., presentaron una formulacion con un polimero
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funcionalizado con oxazolina y un compuesto de aminosilicona que permite controlar el frizz y
proteger del dafio causado por el ambiente y tratamientos capilares fuertes (Nguyen et al., 2020).
Sin embargo, algunos de los ingredientes en estas formulaciones han sido criticados por
sus posibles efectos en la salud (Panico et al., 2019). Por lo tanto, la industria de cosméticos busca
materiales innovadores que mejoren no solo la actividad y el desempefio, sino también la inocuidad
(para seres vivos y el medio ambiente) de los productos finales. Como ejemplo esta la propuesta
de formular tratamientos que permitan proteger y reparar las fibras de queratina maltratadas usando
como base mezclas de monosacaridos y polisacaridos sustituidos con grupos amina y &cidos

(Greaves et al., 2019).

3. Materiales y métodos
3.1. Materiales y reactivos

La celulosa bacteriana (CB) fue suministrada por el Laboratorio de Bacterias del Parque
Tecnoldgico de Guatiguara de la Universidad Industrial de Santander. El material se biosintetizé
utilizando mucilago de cacao suplementado como fuente de carbono y un in6culo de
Gluconoacetobacter xyllinum, de acuerdo con condiciones reportadas anteriormente (Saavedra
Sanabria et al., 2019). La CB fue lavada repetidamente con agua y luego esterilizada a 121 °C
durante 15 min para remover el medio de cultivo. Posteriormente, la CB fue secada en un horno a
50 °C durante 24 h. Posteriormente, se prepararon suspensiones acuosas de CB al 1% p/V usando
un ultra-turrax (T 25 digital IKA, 120 V) durante 10 min a 8000 rpm.

El radical 2,2,6,6-tetrametil-piperidin-1-oxilo (TEMPO), 2,2'-(etilendioxi)bis(etilamina)
(EDEA, 98%), Span® 80 (monooleato de sorbitan) y Tween 80 (polisorbato 80) se adquirieron de

Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, EE.UU.). EI hipoclorito de sodio (NaClO, 15%) fue comprado
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a Carlo Erba Reagents (Milan, Italia). EI bromuro de sodio (NaBr), hidroxido de sodio (NaOH),
acido clorhidrico (HCI, 37%), etanol (CH30OH), acido acético (glacial), acido sulfarico (H2SOs,
98%), peroxido de hidrégeno (H202, 32%), N'N-dimetilformamida (DMF), cloroformo (CHClz),
yodometano (CHzsl), acetona (C3HsO) y cloruro de sodio (NaCl) fueron obtenidos de Merck
(Darmstadt, Alemania). El 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamina tetrafluoroborato
(TBTU, 97%) fue comprado en Chempep (Wellington, FL, EUA) y el sodio dodecilo sulfato (SDS,
99%) fue adquirido con PanReac AppliChem (Barcelona, Espafia). Todos los reactivos quimicos
se usaron sin purificacion adicional. Las soluciones y suspensiones acuosas fueron preparadas con
agua MiliQ (18 MQ-cm @ 25 °C).

El &cido peracético (APA) se prepard previamente con acido acético (AA) y perdxido de
hidrégeno (relacion molar 1:1,6). La mezcla fue catalizada con acido sulfurico, bajo agitacion

constante a 60 °C durante 2 h.

3.2. Modificacion de celulosa

3.2.1. Oxidacion

3.2.1.1 Oxidacion de celulosa mediada por el radical TEMPO. La CB fue oxidada de
acuerdo con la metodologia propuesta por Saito & Isogai con algunas modificaciones (T. Saito &
Isogai, 2004; do Nascimento et al., 2019). Se adicionaron 0,384 mmol de TEMPO y 5,80 mmol
de NaBr a 100 mL de la suspension acuosa al 1% de CB previamente preparada. La reaccion inicié
mediante la adicion gota a gota del oxidante primario (relacion molar celulosa:NaClO 1:6) a
temperatura ambiente con agitacion constante. En seguida, se colocé la mezcla en un bafio
ultrasonico (Bransonic CPX3800, 40 kHz, 130 W), manteniendo el pH en 10,5 usando una

solucién 0,5 M de NaOH.
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La oxidacion culmind después de 4 h de reaccién con la adicion de 60 mL de etanol.
Posteriormente, el producto de nanocelulosa se separd en una centrifuga (6500 rpm, 12 min). El
sobrenadante fue descartado, la oxicelulosa precipitada fue lavada varias veces con agua y
dializada (membranas de 12-14 kD) hasta pH neutro, para remover las impurezas. Finalmente, se
aplicé ultrasonido (Sonics Vibra-cell VC750, 20 kHz, 750 W, A 45%) por 10 min (1:1 pulsos),
para obtener una dispersion uniforme (al 1%) de oxicelulosa. El material resultante de este proceso
se identifica en el documento con las siglas TOBN (TEMPO-oxidized bacterial cellulose

nanofibers).

3.2.1.2 Oxidacién de celulosa con &cido peracético (APA). Se disolvieron 100 mL de la
suspension al 1% de CB en una solucién de APA, de modo que la concentracién final del APA
fuera de 7% p/v. La mezcla se calentd a 85 °C bajo agitacion constante durante 4 h. Para eliminar
las especies quimicas sin reaccionar, la mezcla se centrifugé (6500 rpm, 12 min), y se lavo
repetidamente con agua destilada. Posteriormente, la suspension de celulosa oxidada (oxicelulosa)
se dializ6 hasta pH neutro para eliminar las impurezas y el agente oxidante remanente. Finalmente,
una suspension acuosa de oxicelulosa al 1% se desintegré mecanicamente por ultrasonido (Sonics
Vibra-cell VC750, 20 kHz, 750 W) durante 10 min (pulso 1:1) a una amplitud de 45%, para obtener
nanofibras dispersas de CB oxidadas con acido peracético. EIl material se identifica en el

documento con las siglas POBN (peracetic acid-oxidized bacterial cellulose nanofibers).

3.2.2. Amidacion de nanofibras de celulosa
Los grupos carboxilo de la nanocelulosa oxidada (TOCN y POBN) se modificaron

mediante una reaccion de amidacion one-pot utilizando como agente de acoplamiento sal de uronio
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TBTU y una diamina (EDEA), de acuerdo con el procedimiento descrito por Gémez et al. (2017).
Uno de los grupos terminales amina en la EDEA se utiliz6 para formar el enlace amida con la
nanocelulosa y el grupo amino libre para realizar un proceso de metilacion exhaustiva hasta
generar la sal de amonio.

Inicialmente se agregé TBTU en DMF a una suspension acuosa de nanocelulosa oxidada al 1%
p/p, con relacion molar TBTU:COOH 2:1. La mezcla se agitdé constantemente durante 30 min a
temperatura ambiente y posteriormente se agregd una solucién de EDEA disuelta en DMF
(relacion molar grupo amina:COOH 4:1). La reaccion se dejo avanzar a temperatura ambiente
durante 3 horas; después de este periodo de tiempo el producto se separdé mediante filtracion al
vacio y se lavd con cloroformo, DMF y agua, en ese orden, para eliminar la amina residual y
subproductos de la reaccion. La nanocelulosa amidada producto de esta etapa se identifica en el
documento con las siglas TOBN-EDEA (TOBN amidadas con EDEA) y POBN-EDEA (POBN

amidadas con EDEA).

3.2.3. Cationizacion

La cationizacién de celulosa o cuaternizacion se realizd siguiendo la metodologia de
metilacion exhaustiva con CHal reportada por Runarsson et al. (2007 y 2008), con algunas
modificaciones (Runarsson et al., 2007; Rdnarsson et al., 2008). Los productos amidados del
proceso anterior (TOBN-EDEA y POBN-EDEA) se disolvieron en DMF/agua (relacion volumen
1:1). A la mezcla anterior se adicion0 lentamente NaOH disuelto en agua (relacion molar
NaOH:celulosa 3:1), CHsl gota a gota (relacion molar CH3l:TOCN/POBN-EDEA 6:1) bajo
agitacion vigorosa. La reaccion se dejo avanzar durante 48 horas. El producto de la reaccion de

metilacion se lavd bajo filtracion a vacio con etanol frio (96%) y acetona. Inmediatamente el
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material se redispersé en una solucion de NaCl 5 % p/V con la finalidad de intercambiar los iones
yoduro por cloruro. Para eliminar los iones yoduro y el exceso de la sal de sodio, se la nanocelulosa
modificada se precipitd con etanol frio (96%) y se lavd con agua bajo filtraciéon a vacio. La
nanocelulosa cationizada producto de esta etapa se identifica en el documento con las siglas

TOBN-EDEA-Q (TOBN-EDEA cuaternizadas) y POBN-EDEA-Q (POBN-EDEA cuaternizadas).

3.2.4.Caracterizacion de las fibras de celulosa

3.2.4.1 Conductimetria. El contenido de carboxilato (o, mmol de COOH/g de celulosa) y
el grado de oxidacion (DO, degree of oxidation) de las muestras de celulosa se determinaron
mediante valoracién conductimétrica. Para esta determinacion se disolvieron 50 mg de muestra de
celulosa en peso seco en HCI 0,01 M hasta pH 2. Después de 10 min de agitacion, la suspensién
se titul6 con una solucion de NaOH 0,01 M (Habibi et al., 2006).

A partir de la correlacion entre la conductividad y el volumen de NaOH usado se calcularon
o y DO, que estan dados por la region en la curva con conductividad constante debido a la
neutralizacion de los acidos débiles (Ovalle-Serrano et al., 2018), de acuerdo con las ecuaciones 1

y 2, respectivamente.

162 c AV

DO = Gecan )
cAV
o= @)

Donde c es la concentracion de la solucion de NaOH (mol/L), AV es la diferencia del
volumen (L) usado en la neutralizacion del acido débil y m es la masa de la muestra (g).
3.2.4.2 Analisis elemental (CHNS). El analisis elemental utilizdo para determinar el

contenido total de carbono, hidrogeno, nitrogeno y azufre en las muestras de celulosa. Entre 5y 8
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mg de muestras de celulosa seca se sometieron a degradacion controlada en un instrumento
Elementar vario EL cube (Elementar Analysensysteme GmbH, Alemania) equipado con detector
de conductividad térmica (TDC, thermal conductivity detector). La degradacion se realizd en
atmoésfera oxidante con He como gas de transporte. EI grado de sustitucion (DS, degree of
substitution) de los grupos carboxilo en TOCN y POBN por EDEA en TOCN-EDEA y POBN-

EDEA fue calculado a partir de la siguiente ecuacion:

162x%N
DS = —mMmMmMMmMmM
2800—-%N+*186,2

A3)

donde %N es el porcentaje de nitrégeno en la muestra obtenido por analisis elemental, 162
es el peso molecular de una unidad de anhidroglucosa (AGU), 2800 corresponde a la masa molar
de N-atomos por 100y 186,2 es el peso molecular de laamina utilizada en la reaccion de amidacion
(EDEA) (Akhlaghi et al., 2015).

3.2.4.3 Estabilidad coloidal. La carga superficial y la estabilidad coloidal de suspensiones
acuosas de las muestras de celulosa al 0,1% p/v se estudiaron mediante la medida de potencial {
en un instrumento Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Worcestershire, Reino Unido) usando una celda
1070.

3.2.4.4 Microscopia electronica de barrido de emision de campo (FESEM). La
morfologia de la superficie de las muestras de celulosa en disolucién acuosa (0,004% p/v) fue
observada utilizando un instrumento FEI QUANTA FEG 650 (Oregon, USA) operado a alto vacio,
con un voltaje de aceleracion de 15 a 20 kV y equipado con un detector de campo amplio. Las
muestras se recubrieron con una capa de oro usando un sistema Quorum 150T ES (Oregon, EE.

UU). El analisis elemental semicuantitativo EDS (energy-dispersive X-ray spectroscopy) se

realizé usando el detector EDAX APOLO X con una resolucion de 126,1 eV. Las micrografias de
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las fibras fueron analizadas mediante el software ImageJ, con la finalidad de determinar la
distribucion del diametro promedio de las nanofibras de celulosa modificada.

3.2.4.5 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier con reflectancia
total atenuada (FT-IR-ATR). Los espectros IR-ATR fueron obtenidos en el rango de 4000-400
cm™ con una resolucion de 2 cm™ y 32 escaneos utilizando un espectrometro IR-ATR Bruker
Tensor 27, equipado con una unidad de platino Diamante ATR A225/Q (Billerica, MA). Las
muestras analizadas fueron previamente secadas a 50 °C durante 24 h para obtener una pelicula
delgada de celulosa, que facilitara su analisis. La determinacion de la proporcion de los dimorfos
de celulosa | se calculd a partir de la relacion de éreas entre los picos 710 y 750 cm?,
correspondientes a Ig y lq, respectivamente. La proporcién entre ambas fases cristalinas fue

calculada usando la ecuacion 4:

%l, = —225¢ %100 (4

710 +t4750

donde A,,0 Y Asso son las areas bajo la curva de las sefiales en 710 y 750 cm?,
respectivamente. Todos los espectros en esta seccion fueron ajustados bajo la funcion Gaussiana,
con previa correccion de la linea base, para posteriormente calcular el area bajo las sefiales de
celulosa usando el software OriginPro 2019b.

3.2.4.6 Difraccion de rayos X (DRX). La estructura cristalina de las muestras de celulosa
fue analizada a partir de los patrones de difraccion medidos por espectroscopia de difraccion de
rayos X (DRX), usando un difractdometro Bruker D8 DISCOVER (Billerica, MA) con una
geometria DaVinci de haz paralelo (A=1,5406 A, radiacion CuKal; 40 kv y 40 mA) y un detector
de area VANTEC-500. Las muestras fueron colocadas sobre una lamina de cubreobjetos y después

se montaron en un portamuestra de PMMA para arcillas. Los datos de difraccion se obtuvieron
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desde 10° a 30° (26) con un tamafio de paso de 0,02035° (260) y una velocidad de exploracion de
0,6 s*. El calculo de la cristalinidad para cada muestra se determiné mediante la ecuacion 5 (Segal

etal., 1959).

Crl = dao~lam o g0 (5)

I110

donde l110 es la sefial con mayor intensidad entre 22-23° del plano 110 y lawm es la intensidad
de la contribucion amorfa entre 18-19° para celulosa .
Adicionalmente, se determind el tamafio de cristalito a partir de la sefial caracteristica del
polimorfo de celulosa I en la direccién perpendicular al plano (110) de crecimiento del cristal
(Uvarov & Popov, 2007; Burton et al., 2009). El célculo se realiz6 usando la ecuacion de Scherrer

(ecuacion 6):

kA
Dpp = m (6)

donde D110 es el tamafio del cristalito, A es la longitud de onda de los rayos X, B es el
FWHM (ancho total a la mitad del maximo, en radianes), 0 es el angulo de Bragg en radianes y k
es la constante de proporcionalidad de Scherrer que depende de la forma del cristal y para este
caso tiene un valor de 0,9 (Kim et al., 2010).

3.2.4.7 Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS). La composicion superficial de
las diferentes peliculas de celulosa fue determinada por medio de la técnica analitica de XPS
usando una plataforma de caracterizacion de superficies XPS/ISS/UPS SPECS (Alemania),
equipada con un analizador de energia PHOIBOS 150 2D-DLD y una fuente de rayos X Al Ka
monocromatizada (FOCUS 500) operada a 100 W.

3.2.4.8 Analisis termogravimétrico. La estabilidad térmica de las muestras de celulosa se

analizo a partir de las curvas de descomposicion térmica de 8-10 mg de celulosa seca, obtenidas
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por un instrumento STA 449 F5 Jupiter (S&o Paulo, Brasil) en atmosfera de nitrégeno (50 mL/min)
y rampa de temperatura de 10 °C/min desde 25 a 500 °C.

3.2.4.9 Balance hidrofilo-lipofilo (HLB). El sistema HLB béasicamente permite asignar
un valor determinado a un compuesto de acuerdo con la cantidad de residuos hidrofébicos e
hidrofilicos en su estructura. La escala de HLB normalmente oscila entre 0 a 20 seguin la estructura
de la molécula de surfactante. La determinacion de este parametro se realiz6 mediante el célculo
tedrico de la ecuacion de Griffin y el método convencional adaptado del procedimiento
experimental desarrollado por Griffin (Robbers & Bhatia, 1961; Pasquali & Bregni, 2006;
Calderon-Vergara et al., 2020).

La determinacion del HLB experimental se realizd partiendo de dos sistemas stock de
emulsion O/W usando como surfactante una mezcla de Span 80 (HLB 4,3) y Tween 80 (HLB 15).
Para este ensayo se uso aceite de girasol como fase oleosa en una proporcién 1 a 9 con respecto a
la fase acuosa. Inicialmente, se prepararon las emulsiones stock mezclando el aceite de girasol con
el surfactante y luego la fase acuosa. Seguidamente, se agitd la mezcla con ayuda de un ultra-turrax
IKA T25 digital (11 000 rpm por 10 min) para permitir lahomogenizacion de las fases. En seguida,
se prepar6 una serie de emulsiones con diferentes proporciones de ambos surfactantes, partiendo
de la mezcla de las emulsiones stock. Las emulsiones fueron homogenizadas mediante agitacion
(900 rpm por 15 min). Luego de 24 h se midi6 el volumen de agua separado de la emulsion para
evaluar experimentalmente el HLB requerido de la mezcla de surfactantes que minimice la
separacion de agua en una emulsion con un volumen final de 10 mL y con un contenido total de
0,5% de surfactante.

Una vez obtenido el HLB del aceite de girasol se determind el HLB para TOBN, TOBN-

EDEA y TOBN-EDEA-Q. Similar al paso anterior, se realizaron mezclas de surfactante, pero
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sustituyendo el Tween 80 por alguna de las muestras de celulosa (TOBN, TOBN-EDEA y TOBN-
EDEA-Q). Las mezclas de surfactantes en las emulsiones contenian entre 50-90 % de la fraccion
en masa de Span 80. La estabilidad de la emulsion fue determinada midiendo nuevamente el
volumen de agua separado, que a su vez permitio calcular el HLB de la celulosa evaluada a partir
de la ecuacion 8.

HLBgceite—Mspan 80HLBspan so
HLBcelulosa 1-m (7)
span 80

donde, HLBaceite €S el valor de HLB requerido para estabilizar el aceite de girasol en la
emulsion, mspan 80 €S la fraccion en masa de Span 80 en cada emulsion y HLBspango €s el valor de

HLB para el Span 80.

3.2.5.Evaluacion de la actividad antifrizz de celulosa modificada sobre el cabello
Los ensayos para evaluar el efecto antifrizz de las muestras de celulosa sobre muestras de
cabello humano fueron realizados de acuerdo con la metodologia reportada por Nguyen et. al
(2008) y Krzysik & Griffiths (2019). Se lavaron 0,35 g de una muestra de cabello caucasico negro,
ondulado y natural con una longitud de 5 cm en una solucién de dodecilsulfato sddico (SDS, 15%),
masajeando suavemente la muestra de cabello durante 30 segundos. Seguidamente, la muestra se
enjuagd varias veces con agua tibia, para remover el SDS (Nguyen et al., 2008; Krzysik &
Griffiths, 2019).
A continuacién, se aplicé con ayuda de pincel una solucién acuosa al 1,5% de la muestra
de celulosa sobre la muestra de cabello y se seco en un horno a 50 °C durante 1 h. Posteriormente,
cada muestra de cabello se dejo expuesta al ambiente durante una noche para permitir equilibrar

las fibras con las condiciones ambientales. Al siguiente dia, se llevaron las muestras de cabello a
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una cdmara de humedad relativa ajustada a 27 °C durante 1 h, con un rango de humedad de 60-
80%. Después se retiraron las muestras de cabello tratadas con la celulosa modificada de la camara
de humedad y se medié el didmetro de la muestra de cabello mediante un microscopio Optico
Olympus BX53 (Tokio, Japdn). El célculo del porcentaje de control de frizz (%CF) se realiz6 a

partir de la siguiente ecuacion:

% CF = 20 % 100 (8)
m

0

donde, mo es la muestra de cabello sin tratamiento y mi con aplicacion de celulosa

modificada.

4. Resultados

4.1. Obtencion y modificacion de nanocelulosa
La obtencidn de nanofibras de celulosa a partir de celulosa bacteriana (CB) producida a partir de
residuos del procesamiento de la fruta del cacao se realiz6 mediante dos métodos. Inicialmente,
se uso la oxidacién con el radical TEMPO para producir nanofibras de celulosa (TOBN). El
método TEMPO se utiliz6 como estandar de comparacién para establecer el desempefio de
segundo método. La oxidacidn con &cido peroxiacético (APA) se postulé como una via alternativa
al TEMPO (segundo método) para la produccion de nanofibras de celulosa (POBN). Esta
estrategia no ha sido reportada anteriormente en la literatura cientifica para obtencién de

nanofibras de celulosa. A continuacion, se describen los procesos de sintesis de los materiales.



MODIFICACION QUIMICA DE CELULOSA BACTERIANA 40

4.1.1.Reacciones de formacion de nanocelulosa oxidada

Los procesos de oxidacion de celulosa, con varios agentes oxidantes, permiten la introduccion
de grupos aldehido, carbonilo o carboxilo en las posiciones C6, C2 y C3 del anillo de
anhidroglucosa (AGU). El tipo de grupo funcional que se forma, y la extension de la reaccion,
dependen de factores, como la posicion del carbono en la unidad AGU y condiciones de reaccion
como el pH, temperatura, tiempo de reaccion, tipo y concentracion de agente oxidante (Toshikj et
al. 2019).

En el caso particular de la reaccion TEMPO el ciclo catalitico que se establece permite la
oxidacion selectiva de los grupos hidroxilo primarios de la celulosa presentes en el C6 a grupos
aldehido, carbonilo y carboxilo (Figura 4). Durante el ciclo catalitico el radical TEMPO, por
reaccién con el oxidante primario (NaClO), se transforma en el cation nitrosonio (TEMPO™) con
potencial de oxidacion suficiente para transformar el grupo hidroxilo primario (C6) a carboxilo,
pasando por un grupo aldehido como intermedio (Figura 4). La cantidad de grupos
carboxilo/carboxilato que se introducen en la oxidacién dependen principalmente de la cantidad
de hipoclorito usado, ya que de acuerdo con el mecanismo de reaccion se requiere minimo de dos
equivalentes molares de NaCIlO para oxidar un grupo hidroxilo. Los grupos oxidados se encuentran
en las regiones amorfas y cristalinas de la celulosa, y durante la reaccion se afecta ligeramente la
cristalinidad y el grado de polimerizacién (DP) del material debido a procesos secundarios de

hidrolisis (Fujisawa et al., 2011; Isogai et al., 2011; Gehmayr et al., 2012; Isogai et al., 2018).
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Figura 4. Formacion de grupos carboxilos en CB por medio de la oxidacion mediada por TEMPO.

Adaptado de (Isogai et al., 2011, 2018).
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Aunque la oxidacién TEMPO es el procedimiento mas utilizado para producir nanofibras
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de celulosa oxidada, existe mucho interés en la exploracién de estrategias alternativas que no
requieran el uso de radicales altamente reactivos. Por esta razon, en esta investigacion se explora
un proceso alternativo para la oxidacion y produccién de nanocelulosa que no se ha reportado
previamente en la literatura. Nuestra hipotesis se basa en el hecho de que es posible producir
nanocelulosa utilizando el acido peracético (APA), un agente blanqueador ampliamente utilizado
en la desinfeccion de alimentos debido a su inocuidad y baja persistencia en el ambiente, con
capacidad de oxidar compuestos organicos. El cido peracético (APA) es un peracido cominmente

usado en productos de limpieza como agente de blanqueamiento y desinfectante libre de cloro para
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fibras textiles, superficies y alimentos (Malchesky, 1993; Kurschner & Diken, 1997; Prabaharan
etal., 2000; Kitis, 2004; Abdel-Halim & Al-Deyab, 2011; K. Zhang et al., 2017). El APA se
prepara por oxidacion del acido acético (AA) con perdxido de hidrégeno en presencia de un
catalizador acido, tipicamente &cido sulfirico, tal y como se presenta en la Figura 5. La
concentracion del APA, y su diferenciacion del AA, se realiza por titulacion acido-base de acuerdo
con el procedimiento reportado por Sode (2014) (ver Apéndice A). EI método de titulacion
potenciométrica se basa en la diferencia entre los pKas de AA (4,75) y APA (8,2) (Yuan et al.,
1997; Sode, 2014).

Los peracidos pueden formarse a partir de dos rutas (Rubio etal., 2005). La primera
consiste en la adicion del perdxido de hidrégeno al carbono carbonilico del AA para formar un
compuesto tetraédrico (estado de transicion), con posterior pérdida de una molécula de agua. La
segunda procede por activacion del carbono carbonilico en medio acido seguida por adicién del
peroxido de hidrégeno y pérdida de agua. Sin embargo, la ruta dos esta favorecida incluso en
ausencia de catalizador debido al &cido acético (Zhao et al., 2007).

El APA se usa frecuentemente en procesos de deslignificacién de biomasa pues oxida
facilmente la lignina (compuesto polifenélico) produciendo acidos dicarboxilicos y sus
correspondientes lactonas (Zhao et al., 2010; Esmaeil et al., 2019; Kassim et al., 2019; Debiagi
et al., 2020). Sin embargo, en los tratamientos de blanqueamiento de celulosa vegetal con APA se
observa una disminucion en la resistencia a la traccion del material, debido a la disminucion del
grado de polimerizacion de la celulosa por hidrolisis y la oxidacion superficial del material

(Prabaharan et al., 2000; Zervos, 2010).
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Figura 5. Acido peracético. a) Mecanismo de sintesis. b) Descomposicion via radicalaria
y no radicalaria. ¢) Formacion de radicales alquilo por oxidacion de compuestos. Adaptado de

(Kerkaert et al., 2011; Zhao et al., 2007).
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En reportes a escala macro, la formacion de grupos carboxilo durante la oxidacion de
celulosa con APA depende de las condiciones del proceso, ya que las especies formadas pueden
variar de acuerdo con el pH, la temperatura, la concentracién de APA, el contenido de celulosa y
el tiempo de reaccion (El Shafie et al., 2009; Abdel-Halim & Al-Deyab, 2011). En el tratamiento
pueden ocurrir reacciones de homdlisis del acido, generando especies altamente reactivas de
oxigeno como las que se observan en la Figura 5b y 5c. Nuestra hipotesis postula que es posible
utilizar APA para oxidar celulosa y producir nanocelulosa, pues la generacién de radicales activos

de tipo ‘OH, CHsCO’, y CH3COOO" permitiria la modificacion superficial de la CB.
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Adicionalmente, el tratamiento con APA también puede causar depolimerizacion de la CB por
escision de enlaces glicosidicos y la oxidacion de los mondmeros de AGU, mediada por hidrolisis
acida (Jaaskelédinen etal., 2000; Kerkaert etal., 2011), ocasionando algunos cambios en su
estructura macromolecular, aunque menores a los causados cuando se usa hipoclorito como agente
oxidante (Krizman et al., 2005; Duan et al., 2017) Finalmente, aunque se ha reportado que los
perécidos no poseen gran reactividad frente a polisacéridos como la celulosa (Zhao et al., 2010),
algunos articulos sugieren que el tratamiento con APA también puede ocasionar reacciones de

solvolisis y acetilacion en la celulosa (Nada et al., 1999; Sato et al., 2003; Kuznetsova et al., 2003).

4.1.2.Reacciones de formacion de nanocelulosa amidada

La modificacion superficial de las nanofibras TOBN y POBN se realiz6 mediante la reaccion
de amidacion one-pot previamente reportada por Gémez et al (Gomez et al., 2017). En la reaccion
de amidacién, que se muestra en la Figura 6, el anién carboxilato de la nanocelulosa oxidada
reacciona con TBTU, una sal de uronio electronicamente deficiente (agente de acoplamiento),
causando la eliminacién de una especie anidnica, la cual a su vez actia como nucledfilo atacando
el carbono carbonilico electrodeficiente generado y asi formar un éster activo de N-oxima. Este
intermediario activo reacciona facilmente con las aminas primarias como EDEA para formar el
enlace amida por adicién nucleofilica. Los productos derivados de esta reaccion, TOBN-EDEA y
POBN-EDEA, se diferencian del material de partida (TOBN - gel acuoso traslicido) porque

forman un gel opaco de color crema parcialmente insoluble en agua.
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Figura 6. Mecanismo propuesto de amidacién one-pot para la nanocelulosa oxidada.
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4.1.3.Reacciones de formacidn de nanocelulosa cationica

La alquilacion de aminas es la ruta mas comun y directa para la formacion de aminas
sustituidas. La reaccion, que recibe el nombre de N-alquilacion de Hoffman, transcurre mediante
una sustitucion nucleofilica entre un haluro de alquilo y la amina de interés. EIl resultado es la

produccién de una amina con un grado de sustitucion mayor al del precursor. Este tratamiento de
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sobrealquilacion de aminas resulta en una mezcla de compuestos N-alquilados con diferentes
grados de sustitucion (Figura 7a) (Salvatore et al., 2001; Bhattacharyya et al., 2014; Xu et al.,

2016).

Figura 7. Posibles mecanismos de a) N-metilacion y b) O-metilacién en celulosa
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La N-alquilacion de Hoffman se utiliza para la modificacion del quitosano, como lo reporta
Domard et al., usando yoduro de metilo como agente metilante, yoduro de potasio como
catalizador e hidroxido de sodio como base en un medio aprético polar (N-metilpirrolidona)

(Domard et al., 1986). Adicionalmente, se han reportado variantes de este metodo para reducir
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reacciones secundarias que normalmente ocurren por la naturaleza del sistema de reaccion
(Runarsson et al., 2007; Runarsson et al., 2008; Sajomsang et al., 2008; Rosilo et al., 2014). Dentro
de las posibles reacciones secundarias en la N-alquilacion de Hoffman esta la O-metilacion,
conocida como metilacion de Irvine-Purdie. En esta reaccion, los grupos hidroxilo de la celulosa
se someten a una metilacién para producir éteres (Figura 7b). EI proceso ocurre bajo condiciones
suaves de reaccion en disolventes neutro para evitar reacciones secundarias (Mansour et al., 1994;

Sassaki et al., 2005; Zerong Wang, 2010).

4.2. Caracterizacion de la nanocelulosa

4.2.1.Grado de oxidacion

En la Tabla 1 se observan el grado de oxidacion (DO) y contenido de carboxilato (o) para
las muestras de celulosa original (CB) y oxidada mediante TEMPO (TOBN) y APA (POBN). El
o de 0,311 mmol/g en CB indica la presencia de grupos carboxilicos en baja concentracion en el
material de partida, provenientes posiblemente del medio de cultivo. La CB empleada en las
reacciones de oxidacién fue tomada directamente del medio de cultivo, y ain después de ser lavada
repetidamente con agua presentaba la coloracidn tipica del medio, tal y como se muestra en el
Apéndice B (Barshan et al., 2019). Para eliminar estas impurezas es comun purificar las peliculas
de CB mediante lavados con soluciones causticas u oxidantes de H202, NaOH o NaClO (C.-N.
Wu & Cheng, 2017; H. Wu et al., 2018; Lv et al., 2018). Sin embargo, en esta investigacion no se
sometio la pelicula de CB a pretratamientos agresivos para evitar modificaciones a priori del

material (Apéndice CApéndice ).
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Tabla 1. DO, DSy ¢ para CB, TOBN, POBN, TOBN-EDEA, POBN-EDEA, TOBN-EDEA-Q y

POBN-EDEA-Q.
Muestra DO? DSP o (mézloul Ig;g)o Hlg
CB¢ 0,054 - 0,311
TOBN® 0,24 - 1,39
POBN 0,15 - 0,88
TOBN-EDEA? 0,075 0,129 -
POBN-EDEA" 0,11 0,071 -
TOBN-EDEA-Q! - 0,006 -
POBN-EDEA-Q! - 0,008 -

Nota: ®Grado de oxidacion. °Grado de sustitucion, el calculo fue realizado a partir de los resultados
obtenidos por Analisis Elemental (ecuacion 3). “Contenido de grupos carboxilato. “Celulosa
bacteriana. °Nanofibras de celulosa bacteriana oxidada mediante TEMPO. Nanofibras de celulosa
bacteriana oxidada por &cido peracético. “TOBN amidadas. "POBN amidadas. TOBN-EDEA
cationizada mediante metilaciéon. POBN-EDEA cationizada mediante metilacion.

Por otra parte, el grado de oxidacion (DO) de las muestras de nanofibras de celulosa
(TOBN, POBN) corresponde a 0,24 y 0,15, respectivamente, equivalente a un ¢ de 1,39 mmol/g
para TOBN y 0,88 mmol/g para POBN. Esto significa que después de la reaccion de oxidacion
mediada por TEMPO se oxidaron 1,39 mmol de grupos hidroxilos por gramo de celulosa a grupos
carboxilato. Mientras que el tratamiento con APA permite oxidar 0,88 mmol de grupos hidroxilo
a carboxilato. Lo anterior indica que ambos tratamientos permitieron superar el valor minimo de
o recomendado para una fibrilacion y funcionalizacion eficiente de la celulosa (0,80 mmol
COOH/g celulosa) (Isogai et al., 2011). Para TOBN y POBN se observo un incremento en o,

debido a la oxidacion de grupos hidroxilo a carboxilato lo que aumenta la conductividad del
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material en suspension. Con la oxidacion TEMPO se obtuvo mayor contenido de carboxilato sobre
la superficie del material (1.39 mmol COOH/g celulosa) en contraste con la oxidacion con APA
(0.88 mmol COOH/g celulosa). La oxidacion de la CB con TEMPO y APA permitio la dispersion
del material en agua debido a las fuerzas de repulsion entre las fibras cargadas negativamente
(Fujisawa et al., 2011).

Al comparar los ¢ de TOBN y POBN con los valores reportados por Okita et al. para
nanofibras de celulosa obtenidas por TEMPO (1,05 mmol COOH/g celulosa) puede observarse
que los resultados son similares (Okita et al., 2010). Asi mismo, los resultados evidencian un
mayor ¢ para TOBN, sugiriendo que el método de oxidacion mediado por TEMPO es mas eficiente
y selectivo hacia la formacion de grupos carboxilato, en comparacién con el proceso de oxidacion
con APA. Hasta el momento, de acuerdo con la informacion de que disponemos, este es el primer
reporte sobre la produccion de nanocelulosa oxidada utilizando APA como agente oxidante.

Usualmente, en cualquier tratamiento de oxidacion reportado en la literatura es comdn
realizar un procedimiento de purificacion previo del material de partida, de tal forma que la
superficie de la celulosa pueda reaccionar mejor con el agente oxidante, lo que implica un
incremento al valor final de o (Chang & Chen, 2016; C.-N. Wu et al., 2018; Toshikj et al., 2019;
Jia et al., 2019; Calderén-Vergara et al., 2020). Sin embargo, en este estudio se elimind este paso
previo debido a que se observd que el tratamiento de la CB con agentes limpiadores (acidos y
bases) modifica la superficie del material (Apendice CApendice ). Por esta razon, es factible que
en cada proceso de oxidacion el agente oxidante contribuya inicialmente a eliminar las impurezas
remanentes del medio de cultivo en la CB para luego oxidar su superficie, lo que puede reducir el

o en las nanofibras de TOBN y POBN.
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4.2.2.Grado de sustitucion

El andlisis elemental también se utilizé para analizar la composicion de las muestras de
celulosa (Tabla 2). El contenido de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre para CB corresponde a
38,1 %, 7,1%, 2,2% y 0,21%, respectivamente. Esta composicion difiere un poco de la celulosa
pura y de otros reportes previos en la literatura (42-44% C y 6,1-6,8% H). La diferencia en la
composicion elemental del material precursor (CB) con los reportes en la literatura se atribuye a
la presencia de impurezas, proveniente de los compuestos remanentes del medio de cultivo y
aminoacidos de células bacterianas residuales que quedaron atrapadas dentro de la estructura de la
celulosa (Castro et al., 2012; Klemm et al., 2001; Yoon et al., 2006). En contraste, las muestras de
TOBN y POBN presentaron un bajo contenido de nitrogeno (0,2%) y de azufre (0,04% y 0,05%),
respectivamente. Por otra parte, en TOBN-EDEA y POBN-EDEA hay un aumento en el contenido
de nitrégeno, 2,2% y 0.7%, respectivamente, con respecto a los contenidos del mismo elemento
en TOBN y POBN, 0.2% en ambos casos. Este aumento es el resultado del proceso de formacion
de grupos amida en las nanocelulosas. También se observa una reduccion en el contenido de
grupos carboxilato, en términos del DO, en TOBN-EDEA (68,8%) y POBN-EDEA (26,7%) en

comparacion con TOBN y POBN como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 2. Composicion elemental CHNS expresado en porcentaje de masa para CB, TOBN, POBN,

TOBN-EDEA, POBN-EDEA, TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q.

Muestra C [%] H [%] N [%] S [%]

CB 38,1 7,1 2,2 0,21

TOBN 35,8 6,9 0,2 0,04
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POBN 40,9 7,2 0,2 0,05
TOBN-EDEA 39,5 7,8 2,2 0
POBN-EDEA 40,7 7,3 0,7 0,01

TOBN-EDEA-Q 37,9 6,9 0,1 0
POBN-EDEA-Q 38,2 7,0 0,1 0

El grado de sustitucién (DS) de los materiales amidados calculado de acuerdo con la
ecuacion (3) -a partir de la informacidn de anélisis elemental- se muestra en la Tabla 1. EI DS esta
relacionado con el acoplamiento de la diamina con la celulosa para formar las amidas. El TOBN-
EDEA y POBN-EDEA presentan DS de 0,129 y 0.07, respectivamente lo que corresponde una
sustitucion del 68 y 27 % (respectivamente) de grupos carboxilato en el TOBN y POBN por
unidades amida. Valores similares de DS han sido reportados anteriormente por el grupo de
investigacion para nanocelulosas derivadas de Fique (Gomez et al. 2017; Calderén-Vergara et al.
2020). El bajo DS de POBN-EDEA (27 %) es una consecuencia a su vez del bajo nivel de
oxidacion (DO) de la CB oxidada con APA (Tabla 2). Analogamente, los bajos DS registrados
para los derivados de la metilacion exhaustiva de los grupos amino libres en la nanocelulosa
amidada, 0,006 y 0,008 para TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q, respectivamente, asi como la
reduccion significativa en la cantidad de N en estos materiales (0.1%), sugiere que la reaccién de
metilacion exhaustiva no sucedio tal y como se planed y en su lugar ocurrieron reacciones
secundarias no deseadas entre la celulosa y el agente metilante. En las secciones siguientes se

discutird mas sobre este hecho en particular.
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4.2.3. Estabilidad coloidal y analisis morfoldgico

La estabilidad coloidal de suspensiones al 0,01% de nanocelulosa a pH 7 fue evaluada
mediante la determinacion del potencial {. La presencia de grupos carboxilato en forma disociada
en la superficie de la celulosa genera repulsion electrostética entre las fibras que puede ser medida
por dispersion de radiacion. El potencial { de la CB fue de -15,0 + 2,0 mV (Figura 8), lo que indica
que la suspension no es estable. Este valor es similar al reportado por Nascimiento et al., -12,0 +
2,0 mV, para dispersiones de celulosa bacteriana (do Nascimento et al., 2019). El TOBN y POBN
presentan potenciales ( de -50,8 £ 1,0 y -40,4+ 1,1 mV, respectivamente. Estos valores sugieren
que la oxidacién con APA produce nanofibras de celulosa carboxiladas que forman una suspension
homogénea y estable de la misma forma que las provenientes del proceso TEMPO (do Nascimento
etal., 2019). Las fibras de TOBN presentan una mayor estabilidad coloidal, pues las cargas
negativas de los grupos carboxilato disociados (fuerza de repulsién electrostética) es mayor. El
POBN, posee un valor de potencial { intermedio, entre £20 y +40, que sugiere una buena
estabilidad coloidal (Wicaksono et al., 2013; Andrade et al., 2019). Sin embargo, con el tiempo las

POBN pueden agregarse y precipitarse, debido a un menor DO durante la reaccion con APA.



MODIFICACION QUIMICA DE CELULOSA BACTERIANA 53

Figura 8. Micrografias FESEM, diametro promedio (Dribra) y potencial  de a) CB, b)

TOBN, ¢) POBN, d) TOBN-EDEA, ) POBN-EDEA, f) TOBN-EDEA-Q, y g) POBN-EDEA-Q.
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La Figura 8 muestra una disminucion del potencial { de 50,4% y 39,6% para las muestras
amidadas TOBN-EDEA y POBN-EDEA, respectivamente, con respecto a TOBN y POBN,

indicando una baja estabilidad en las suspensiones debido a la amina insertada. Por otro lado, el
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potencial { de los productos de las reacciones de metilacion TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q
corresponde a -44,7 £ 2,5 mV'y -33,4 £ 0,4 mV, respectivamente. Estos valores son inesperados,
pues sugieren la presencia de grupos anionicos sobre la superficie del material. Los valores de
potencial { para la celulosa cationica oscilan entre 30 — 40 mV (Rosilo et al., 2014; Morantes et al.,
2019). Estos resultados sugieren que la reaccion de metilacion para generar la celulosa cationizada
no ocurre de acuerdo con el mecanismo esperado Figura 7a, y en su lugar estdn ocurriendo
reacciones secundarias que aumentan el contenido de cargas negativas en la estructura de la
celulosa. Este resultado, concuerda con los datos obtenidos mediante analisis elemental, donde se
observa una disminucion en el %N en TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q en comparacion con
las muestras amidadas.

En la Figura 8 las micrografias FESEM muestran la morfologia de los materiales
modificados y de la celulosa bacteriana de partida. La CB presenta una estructura de red
tridimensional altamente porosa, compuesta por nanofibras largas y enredadas con un didmetro
promedio (Dribra) ~60 nm, estabilizadas por multiples enlaces de hidrégeno (Backdahl et al., 2006;
Petersen & Gatenholm, 2011; Kingkaew et al., 2014; Gallegos et al., 2016; Vasconcelos et al.,
2017; Dorame-Miranda et al., 2019; C. Huang et al., 2020). Dsibra Similares (70 nm) fueron
reportados por Vasconcelos et al. en muestras de CB (Vasconcelos et al., 2017; Andrade et al.,
2019). Después de las reacciones de oxidacion, amidacion y metilacion se observa que la
morfologia de las fibras se conserva y es similar a las de CB, con diametros promedio menores
entre 22-30 nm causados por los procesos de defibrilacion del material inherentes a su
modificacion. Esto demuestra que los procesos de oxidacion no solo cambian la composicion de
la superficie de las fibras, sino que también contribuyen a separarlas fibras lo que se observa como

una disminucion del didmetro y aumento del area superficial de la red tridimensional de celulosa
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(Andrade et al., 2019; T. Saito & Isogai, 2004). Por tanto, se puede inferir que los tratamientos de
modificacion superficial permitieron obtener nanofibras de celulosa modificada sin alterar
significativamente su estructura de red tridimensional.

La composicion elemental de las muestras fue determinada por analisis semicuantitativos
de FESEM-EDS (Apéndice DApéndice ). Los resultados permitieron confirmar las impurezas en
CB por la presencia de Na, Cl, K 'y N debidas al medio de cultivo y a los residuos de proteinas y
aminoacidos de células bacterianas residuales que permanecieron adheridas a la membrana de la
celulosa, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por andlisis elemental (Duran Riveros
etal., 2019; Saavedra Sanabria etal., 2019). En TOBN y POBN no se observaron dichas
impurezas, lo cual sugiere que una fraccion de los agentes oxidantes se consume en la eliminacion
de los remanentes del medio de cultivo para luego oxidar las fibras purificadas. La deteccion de
nitrogeno en TOBN-EDEA y POBN-EDEA se atribuye al proceso de amidacion realizado. En
cuanto a TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q, la composicion elemental no revela nitrégeno en su

composicion. Sin embargo, puede suceder que el %N sea muy bajo y no se detecte por esta técnica.

4.2.4. Analisis estructural de nanocelulosa por medio de FT-IR y DRX

En la Figura 9 los espectros IR de las muestras de celulosa exhiben las sefiales tipicas de
vibracion de celulosa. Por ejemplo, se observa la banda ancha centrada en 3341 cm™ (v O-H),
bandas en 2893 cm™ (v C-H), 1427 cm (t C-H), 1367 cm™ (o C-H), 1161 cm™ (v C-O-C de
enlaces glucosidicos), 1107 cm? (v C-OH de alcoholes secundarios presentes el anillo de
piranosa), 1055 cm™ (v C-C-OH de alcoholes primarios) y 897 cm™ (enlace carbono anomérico)
(Fackler etal., 2011; Vasconcelos etal., 2017; W. Chen etal., 2018; Andrade etal., 2019;

Dérame-Miranda et al., 2019; C. Huang et al., 2020). La sefial en 1640 cm™ puede atribuirse a la
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vibracién de flexion del agua adsorbida por el material (Fukuzumi et al., 2010; Kingkaew et al.,
2014; Tran et al., 2016). Sin embargo, esta sefial también puede tener una contribucion tipo amida
(I'y ) de algunas proteinas remanentes en la CB, debido a que la limpieza con agua no remueve
completamente el material celular y el medio de cultivo, como lo demuestran los resultados por

andlisis elemental y EDS (Béackdahl et al., 2006; Picheth et al., 2017).

Los espectros IR para TOBN y POBN muestran cambios cuando se comparan con el
espectro de la CB. El espectro IR de la

Figura 9b para TOBN presenta una sefial centrada en 1722 cm, caracteristica de la
vibracion C=0, asignada a grupos aldehidos y carboxilos de la celulosa oxidada (Z. Tang et al.,
2017). En el caso de POBN (

Figura 9d) se puede ver en el espectro IR una banda muy pequefia en comparacion con la
sefial en TOBN, con dos hombros en 1743 y 1724, los cuales pueden atribuirse a grupos aldehido
y carboxilos (Shi et al., 2012; Chang & Chen, 2016). La oxidacion de la celulosa con APA puede
iniciar con la formacién de radicales hidroxilo, seguidos por la generacion de radicales alquilicos
(R-) de acuerdo con la reaccién de la Figura 5¢c. El radical organico formado también puede
reaccionar con otros compuestos, causando fragmentacion de la molécula orgénica (Appels et al.,
2011; Kerkaert et al., 2011; M. Hicks et al., 2015; Du et al., 2018). Por lo tanto, con APA es
posible fracturar el anillo de piranosa por escision de los enlaces glucosidicos C2 y C3, generando
grupos hemiacetal (Apéndice EApéndice ). También es posible formar nuevos extremos
reductores en la celulosa, los cuales pueden formar grupos adicionales de hemiacetal en la
estructura, lo que a su vez genera la compactacion de las cadenas de celulosa, debido al incremento
de enlaces intramoleculares (Potthast et al., 2007; Li et al., 2009; Chang & Chen, 2016; Toshikj

et al., 2019). Esta afirmacion podria confirmarse al observar en el espectro IR de POBN los picos
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aparentes en 2853 y 896 cm™, que podrian atribuirse al grupo acetal y hemiacetal formado
(Apéndice EApéndice ), respectivamente, y principalmente en 896 cm™ donde la sefial es mas

evidente para POBN con respecto a TOBN (Chang & Chen, 2016).

Figura9. Espectros IR de CB, a) TOBN, TOBN-EDEA y TOBN-EDEA-Q b) POBN, POBN-EDEA

y POBN-EDEA-Q.
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Después de la reaccion de amidacién de TOBN y POBN aparece en el espectro IR una banda

ancha, atribuida al solapamiento de dos sefiales caracteristicas del grupo amida: amida | y amida
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Il. Para TOBN-EDEA las sefiales | y Il aparecen en 1650 y 1589 cm, respectivamente, mientras
para POBN-EDEA se registran en 1630 y 1546 cm™, respectivamente. Esta sefiales confirman la
presencia de grupos amida en la superficie de las nanofibras de celulosa (Lasseuguette, 2008;
Gobmez etal., 2017). La sefial de la amida | corresponde al estiramiento del grupo C=0 que se
superpone parcialmente con la sefial de estiramiento del grupo C=0 de los aldehidos y carboxilos
residuales. La sefial amida Il representa el estiramiento del enlace C-N y flexion de N-H (Kong &
Yu, 2007; Lasseuguette et al. 2008; Gomez et al. 2017). Asi mismo, se observé un ligero cambio
en las sefales de estiramiento del CH, comprendidas entre 2870 — 2850 cm-!, atribuidas a las
estructuras alquilicas en la cadena de EDEA y una nueva sefial en 1400 cm™ para el TOBN-EDEA,
correspondiente a la vibracion de deformacion tipo tijera para los grupos CHaz. En el caso de
POBN-EDEA esta sefial es de baja intensidad; sin embargo, al igual que en TOBN-EDEA, la sefial
en 1454 cm™ (estiramiento C-H) presenta un incremento, lo cual corrobora el acoplamiento entre
POBN y EDEA.

En los espectros IR correspondientes al proceso de cationizacion de la celulosa (TOBN-EDEA-
Q y POBN-EDEA-Q) no fue posible diferenciar las vibraciones de estiramiento de los grupos CHs
perteneciente a N*(CHs) en 1480 cm™ o la sefial en 1100 cm™ de estiramiento C-N, tipicas de las
estructuras de amonio cuaternario, debido a que esta region se encuentra dominada por sefiales
amplias e intensas caracteristicas de la celulosa, que pueden ocultar las bandas menos intensas del

grupo funcional sustituido (Pigorsch, 2009; Rosilo et al., 2014; Hou et al., 2019).

Adicionalmente, a partir de los espectros IR es posible determinar los porcentajes de celulosa
nativa de tipo I, y Ig presentes en las muestras, y el efecto de las modificaciones sobre estas
configuraciones. El valor de % I, se calcula por la relacion del area bajo la curva de las bandas de

vibracion en los enlaces de hidrogeno para las distintas fases cristalinas. La sefial en 750 cm™ es
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caracteristica del alomorfo triclinico I, y la sefial en 710 cm™ corresponde al sistema monoclinico
Is. Normalmente, la fraccion I, varia entre 55 y 80%, dependiendo de la fuente de la celulosa. La
configuracion I, es més abundante en la celulosa producida por organismos inferiores (como la
CB) vy Ip es producida preferiblemente por plantas superiores (Pecoraro et al., 2007; Szymanska-
Chargot et al., 2011; Andrade et al., 2019; (Kafle et al., 2015; Singhsa et al., 2018). Sin embargo,
el alomorfo Ig es mas estable termodinamicamente, por consiguiente, tiene sentido observar en la

Tabla 3 que I, disminuya, a medida que se modifica la celulosa.

Tabla 3. Porcentaje de la fase cristalina l,, indice de cristalinidad y tamafio del cristalito para

CB, TOBN, POBN, TOBN-EDEA, POBN-EDEA, TOBN-EDEA-Q, POBN-EDEA-Q.

Muestra % lo® Crl (%)° Tamario cristalito (nm)°
CB 54,5 84,0 6,03
TOBN 47,5 81,0 5,64
POBN 42,8 74,1 5,33
TOBN-EDEA 48,6 73,3 5,70
POBN-EDEA 448 71,1 571
TOBN-EDEA-Q 43,7 84,7 5,37
POBN-EDEA-Q 45,4 78,9 5,85

Nota: ?El porcentaje de I, se calcul6 a partir de la ecuacion 4, usando las sefiales en infrarrojo de
los dimorfos de celulosa I. "El indice de cristalinidad se determiné mediante los datos de
difraccion, empleando la ecuacion 5. °El tamafio de cristalito se obtuvo a través de la ecuacion 6,
utilizando la informacion de difraccion de rayos X.
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El contenido de I, para cada muestra de celulosa se presenta en la Tabla 3. La existencia de
ambos alomorfos para CB y las muestras de celulosa modificada concuerda con los reportes de
literatura. En un estudio realizado por Andrade et. al (2019), se encontrd que la celulosa tipo | en
CB era conformada por 43,0% de Ig y 57,0% de I, (Andrade et al., 2019), valores muy similares a
los reportados en este trabajo donde se determind un valor de 45,5% para Ip y 54,5% para I, en el
material de partida. La deconvolucion de las sefiales en 750 cm™ (l,) y 710 cm™ (lg) para los
espectros IR de las muestras de celulosa indican que la relacion entre I, y Ig disminuyd después de
cada modificacion. Por lo tanto, cada tratamiento en la celulosa fue seguido por un cambio en la
distribucion entre ambos dimorfos, con valores de 47,5y 42,8% para TOBN y POBN, 48,6 y
44,8% para TOBN-EDEA y POBN-EDEA'Y 43,7 y 45,4% para TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-
Q, respectivamente. Esto podria sugerir que el proceso de modificacion de la celulosa bacteriana
causa una transformacién del alomorfo I, en lg, lo que altera el tamafio del cristalito,
principalmente en el caso de procesos termoquimicos como el tratamiento con APA, generando
una estructura mas estable y con un menor tamafio de cristalito, pues la celulosa Ip estd mas
solidamente empaquetada que la 1o tal y como se observa en la Tabla 3 (Andrade et al., 2019;
Matthews et al., 2012; Wada et al., 2010). Este cambio entre los dimorfos de celulosa I, se debe a
que la fase monoclinica (Ig) es termodindmicamente mas estable que la fase triclinica (l.) por -8,7
kJ mol? (Heiner etal., 1995). La transformacion de I, a lg puede ocurrir durante cambios de
solvente o de temperatura de las reacciones de modificacion de la CB (Imai & Sugiyama, 1998;
Matthews et al., 2012) .

La Figura 10 muestra los patrones de difraccion de rayos X para las muestras de celulosa
con sus respectivas regiones cristalinas y amorfas. Los perfiles de DRX para cada muestra

presentan tres picos de difraccion en 20 de 14,4°, 16,7° y 22,7° caracteristicos de la celulosa.
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Debido a la superposicion de las reflexiones de las fases de celulosa cristalina I, (triclinica) y Ig
(monoclinica), es dificil separar la contribucion de cada una de ellas en los picos 14,4°y 22,7°. El
pico indexado a 14,4° corresponde al plano cristalogréfico del alomorfo I, (100) y al Ig (1-10). De
igual forma sucede con el pico en 22,7°, que presenta una superposicion entre las reflexiones de
los planos (110) y (200) para l. y g, respectivamente (Uhlin et al., 1995; Feng et al., 2012; Tonoli
etal., 2012; French, 2014; F. Jiang & Hsieh, 2015; J. Yang et al., 2016; Z. Tang et al., 2017,
Vasconcelos et al., 2017; Yao, Xiong, et al., 2017). Los patrones de DRX de celulosa I, suelen
presentar un pico mas intenso en 14° en comparacion al pico en 17° (Kafle et al., 2015), pero a
medida que Ia cambia a I, debido a los tratamientos de modificacién superficial, la intensidad de
las sefiales cambia. Sin embargo, el cambio en la intensidad del pico también puede atribuirse en
cierta medida a las pequefas diferencias generadas en la orientacion de las cadenas de celulosa
(Castro et al., 2011). En los patrones de DRX después de los tratamientos de modificacion no se
observan cambios significativos en las sefiales caracteristica de la celulosa nativa lo que indica que
la estructura del material se mantiene a pesar de las modificaciones superficiales (Wu & Cheng,

2017; Tang et al., 2017).
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Figura 10. Perfiles de difraccion de rayos X de CB, a) TOBN, TOBN-EDEA, TOBN-EDEA-Q y

b) POBN, POBN-EDEA, POBN-EDEA-Q.
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La cristalinidad es un pardmetro que influye en las propiedades mecanicas de las nanofibras
de celulosa y relaciona la contribucién de la fase amorfa sobre las reflexiones de las fases
cristalinas. Por esta razén, las reflexiones generadas en cada patron de difraccion fueron usadas
para calcular el indice de cristalinidad (Crl). EI Crl para CB fue 84,0%, lo que coincide con el Crl
(80-90%) reportado en la literatura para la celulosa bacteriana (Luo et al., 2013; Wu & Cheng,
2017). Este valor disminuy6 luego de la oxidacion mediada por TEMPO (81,0%) o por APA
(74,1%), debido a la insercidn de grupos carboxilos y carbonilos en la superficie del material,
principalmente en la region amorfa que es mucho mas reactiva (Saito & Isogai, 2004; Tang et al.,
2017; Calderon-Vergara et al., 2020; C. Huang et al., 2020). De acuerdo, con el Crl calculado para
TOBN, puede afirmarse que la reaccion mediada por TEMPO es un proceso menos agresivo con
la CB, que permite la insercion de nuevos grupos con un menor efecto sobre la estructura cristalina
de la celulosa, comparado con la oxidacion por APA (Tang et al., 2017; C. Huang et al., 2020). La
tendencia decreciente en la cristalinidad puede atribuirse también a la separacion y apertura de las

cadenas del monomero de glucosa por la oxidacion, generando la destruccion parcial de regiones
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cristalinas y un cambio en la orientacién de las cadenas de CB (Tonoli et al., 2012; X. Huang et al.,
2020; Vasconcelos et al., 2017). Por otra parte, luego de la amidacion de nanofibras de celulosa,
se observd una disminucién del Crl a 73,3% y 71,1% para TOBN-EDEA y POBN-EDEA,
respectivamente. Esta reduccién en el Crl puede atribuirse a la insercion de la estructura de EDEA
en la celulosa. No obstante, luego de la metilacion el valor de Crl aumenta a 84,7% (TOBN-EDEA.-
Q) y 78,9% (POBN-EDEA-Q), posiblemente debido a la eliminacion de regiones amorfas durante
los ciclos de la reaccion de metilacién como posible consecuencia de la depolimerizacion de la
celulosa por procesos oxidativos en medio alcalino (Aspinall, 1977; Sajomsang et al., 2010; G.
Zhu et al., 2016).

La Tabla 3 también muestra la variacion en el tamafio del cristalito para el plano (002). Los
resultados indican una reduccion del tamafio del cristalito en las muestras de nanocelulosa entre
3,0 a 11,6% con los tratamientos de modificacion con respecto al valor del cristalito de CB. El
tratamiento de oxidacion mediado por TEMPO mostrd una reduccion de 6,5% del tamafio del
cristalito con respecto al valor original, por lo que podria decirse que la oxidacion ocurre
principalmente en las regiones amorfas y en la superficie cristalina de la CB. Por su parte, el
tratamiento con APA presenta una reduccion de 11,6%, lo que implica que la muestra POBN
probablemente pudo estar expuesta a la ruptura aleatoria de enlaces glucosidicos, generando
despolimerizacién por hidrolisis, y por consecuente, la oxidacién de monémeros AGU en el
interior del cristalito, lo que a su vez produce una reduccion en la cristalinidad del material (Duan
etal., 2017).

El tamafio del cristalito para el plano (002) de TOBN-EDEA y POBN-EDEA mostraron
una variacion de 5,5% y 5,3%, respectivamente. Sin embargo, al comparar el tamario del cristalito

con los productos oxidados, se observa un incremento en su tamafio, como resultado de la
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introduccion de EDEA en la nanocelulosa carboxilada, tal como lo reporta un estudio previo (Y.
Wu et al., 2018).

La reduccion en el tamafio del cristalito para TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q fue
10,9% y 3,0%, respectivamente con respecto al material de partida. Adicionalmente, al comparar
el tamafio del cristal de la celulosa amidada y metilada se observa una reduccion para TOBN-
EDEA-Q y un incremento para POBN-EDEA-Q con respecto a sus precursores. Esto puede indicar
dos posibles vias de reaccion durante la metilacion. La primera ruta, posiblemente presenta
reacciones de metilacion de los grupos hidroxilo y depolimerizacion de la estructura, pues el
producto metilado (TOBN-EDEA-Q) muestra una reduccién del tamafio del cristalito superior al
10%, posiblemente originada por disolucion de los cristales de celulosa, lo que dio lugar a un
aumento del contenido amorfo (Ghaderi et al., 2014; D. Han & Yan, 2010). En la segunda ruta,
puede ocurrir principalmente la oxidacién del extremo libre de EDEA, generando estructuras de
celulosa con grupos de nitrogeno oxidado. Lo anterior, se propone debido al incremento del
tamarfio del cristalito con respecto POBN-EDEA (Worley et al., 1987). En la seccion de analisis

por XPS se presenta evidencia adicional acerca las posibles rutas de modificacion por metilacion.

4.2.5. Analisis superficial de nanocelulosa por XPS

Los analisis XPS se realizaron para confirmar y establecer los estados quimicos de los
atomos superficiales de las muestras de celulosa. La Figura 11 muestra los espectros XPS de CB,
TOBN, POBN, TOBN-EDEA, POBN-EDEA, TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q con sefiales
caracteristicas del biopolimero para carbono C 1s y oxigeno O 1s, centradas en 284,8 eV y 531,7
eV, respectivamente (Yao, Xiong, etal., 2017; C. Huang et al., 2020). Los espectros de alta

resolucion para C 1s, O 1sy N 1s fueron deconvolucionados en varias sefiales como se muestra en
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el Apéndice FApéndice , para extraer informacion més detallada sobre los cambios en los tipos de

enlaces. Las sefiales de los diferentes elementos y grupos funcionales en cada muestra fueron

calibradas con la sefial de ¢

arbono adventicio.

Figura 11. Espectros de XPS para CB, TOBN, POBN, TOBN-EDEA, POBN-EDEA, TOBN-

EDEA-Q, POBN-EDEA-Q.
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Las relaciones O/C calculadas para las muestras de celulosa se presentan en la Tabla 4. La
relacion de O/C de celulosa pura es 0,83 (Ly et al., 2008). Sin embargo, en la CB se encontr6 que
esta relacion corresponde a 0,52. Esto corrobora que la CB contenia impurezas provenientes del
medio de cultivo, como se menciond en secciones anteriores. Las sefiales en 398,7 eV, atribuida a
nitrégeno, y en 1071,8 eV, correspondiente a Na, ambas de baja intensidad también soportan esta
idea (Kafle et al., 2015; Frone et al., 2018). Después del aislamiento de las nanofibras de celulosa
mediante los métodos TEMPO y APA, se observa un aumento en la relacion O/C para TOBN
(0,73) y POBN (0,65), lo que indica la eliminacién de impurezas durante el proceso de oxidacion

en las muestras (Fras et al., 2005).

Tabla 4. Composicion elemental de la superficie de CB, TOBN, POBN, TOBN-EDEA, POBN-

EDEA, TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q analizada por XPS.

Composicion superficial (% atémico)

Muestra
C O N Na I o/C
CB 63,0 35,1 1,94 1,18 - 0,52
TOBN 54,4 44,2 1,45 - - 0,73
POBN 55,4 44,6 - - - 0,65
TOBN-EDEA 53,7 41,3 4,94 - - 0,58
POBN-EDEA 55,98 43,44 0,57 - - 0,79
TOBN-EDEA-Q 57,69 39,17 0,39 2,68 0,07 0,68

POBN-EDEA-Q 55,93 36,81 0,89 5,78 0,59 0,70
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En los espectros XPS de alta resolucion para el carbono (Apéndice FApéndice ) se observa
que la region de C 1s estd compuesta por cuatro o cinco tipos de enlaces de carbono. El pico en
284,8 eV se atribuye a C-C o C-H. La sefial en 286,2 £ 0,3 eV corresponde al carbono unido a un
solo oxigeno (C-0). El pico a 287,6 £ 0,3 eV se asigna a los posibles enlaces O-C-O/C=0/CO-
NH.. La energia de enlace mas alta a 288,9 £ 0,25 eV representa el grupo de carboxilato (O-C =
0). De acuerdo con este analisis, la CB contiene unidades de anhidroglucosa junto con algunas
impurezas representadas por las sefiales de grupos amida y carboxilo (Pertile et al., 2010; Han
etal., 2013; Tran et al., 2016; W. Chen et al., 2018). Los procesos de oxidacién de la CB para
producir TOBN y POBN indujeron cambios en los enlaces de C-O y eliminaron la sefial
correspondiente al grupo amida observada en la CB (Apéndice FApéndice ). Los grupos
carboxilato en TOBN y POBN aumentaron la contribucion de la sefial en 288,9 eV (O-C = O) (Lai
etal., 2013). En TOBN y POBN también se pudo observar una drastica disminucion de la
contribucion C-C en relacion con la CB (Apéndice FApéndice ), lo que puede indicar oxidacion
en posiciones C2, C3 y C4 (Isogai et al., 2011; Lai et al., 2013). Dado que el C4 esta unido al
grupo vecino de AGU mediante el enlace B 1-> 4 y no a grupos hidroxilo, la posible reaccion en
esta posicién no contribuye al contenido de grupos carboxilo pero si puede ocasionar procesos de
degradacion y cambios de conformacion en los enlaces glucosidicos de la celulosa (Lai etal.,
2013), la fraccidn soluble podria ser eliminada por centrifugacion. Esto puede ser corroborado por
el estudio de Saito et al., que muestra que los rendimientos de la celulosa oxidada disminuyen en
presencia de un gran exceso de NaClO (Saito et al., 2009; Lai et al., 2013).

En el caso de las muestras TOBN-EDEA y POBN-EDEA se observa una sefial en 287,8
eV y 287,7, respectivamente, que puede deberse a la formacion del enlace tipo amida entre la

celulosay EDEA (Apéndice F) (Hemraz et al., 2013). No obstante, esta sefial puede solaparse con
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sefiales asociadas con la estructura de la celulosa (C=0/O-C-O) que aparecen en la misma region
(Rouxhet & Genet, 2011). Por esta razon, para corroborar la presencia del enlace amida en la
celulosa fue necesario analizar la region N 1s, tal y como se discute més adelante (Apéndice
HApéndice ). Por otro lado, las muestras TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q presentaron una
sefial en 291,0 + 0,3 eV propia de las sefiales satélite para las transiciones - n* (Apéndice
FApéndice ). Esto puede indicar la presencia de grupos funcionales con exceso o deficiencia de
electrones, tales como grupos acetato, éter, nitro, imida o amonio cuaternario obtenidos luego de
cada funcionalizacion. Sin embargo, la sefial también podria corresponder a un artefacto
experimental durante el montaje de la muestra en el equipo (Russat, 1988; Hsieh et al., 2017).

El anélisis de la region de O 1s muestra cinco interacciones entre el oxigeno, carbono y
nitrogeno (Apéndice GApéndice ). La sefial en 531,2 + 0,2 eV (O1) se asocia con la presencia de
grupos carboxilato producidos por el proceso de oxidacion de CB o por los enlaces amida formados
por | funcionalizacion de TOBN y POBN con EDEA (Rouxhet & Genet, 2011; W. Chen et al.,
2018; X. Yang et al., 2019). En 532,8 + 0,2 eV (0O2) se encuentra la sefial correspondiente a los
enlaces C-O de los grupos hidroxilo y éteres (C. Huang et al., 2020). La sefial en 534,0 £ 0,4 eV
(03) se asocia con el anillo de anhidroglucosa, con los oxigenos que participan en el enlace
glucosidico B-1,4, 0 con los grupos ésteres presumibles luego de la modificacion con APA
(V. Ferreira et al., 2019). El pico en 535,0 + 0,3 eV (O4) se relaciona con la presencia de agua en
la estructura del polimero (Schulze et al., 1983). La sefial de mayor energia, ubicada en 536,8 eV
(O) (Apéndice GApendice ), posiblemente corresponda a los grupos oxidados de la amina libre en
TOBN-EDEA y POBN-EDEA como grupos nitro, nitroso o nitrito (Figura 12) (Hendrickson et al.,

1969; Worley et al., 1987) .



MODIFICACION QUIMICA DE CELULOSA BACTERIANA 69

Por su parte, en la region de N 1s se observan cuatro sefiales después de deconvolucion
(Apéndice HApéndice ). La sefial en 402,3 eV (N3) en la muestra TOBN se debe exclusivamente
a residuos del radical TEMPO, pues corresponde con reportes previos relacionados con el cation
oxiamonio del radical TEMPO (Beamson & Briggs, 1993; Rouxhet & Genet, 2011). Los picos
centrados en 399,9 £ 0,4 eV (N1) y 401,5 + 0,4 eV (N2) se atribuyen al enlace amida resultante de
la reaccion de acoplamiento entre el acido carboxilico de TOBN y POBN y EDEA (amina
primaria), y a la amina primaria libre protonada, ubicada al otro extremo de la cadena de EDEA
(Apéndice HApéndice ). Esta observacion confirma la efectividad de la reaccion de amidacion en
las muestras TOBN-EDEA y POBN-EDEA (Hemraz et al., 2013; Gauche & Felisberti, 2019).
Adicionalmente, es muy probable que durante la funcionalizacion de la celulosa con la amina
ocurriera la formacion de estructuras teter creando sistemas entrecruzados inter e intracadena.
Debido a que la amina funcionalizada posee una diamina de estructura simétrica donde ambos
extremos no se encuentran protegidos y pueden reaccionar con los grupos carboxilicos de la

celulosa (Figura 12).
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Figura 12. Esquema general con las posibles estructuras de celulosa modificada.
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El espectro XPS de alta resolucion para TOBN-EDEA-Q presenta una sola sefial en 399,9
+ 0,4 eV (N1) caracteristica de grupos amida, mientras que POBN-EDEA-Q exhibe dos sefiales
centradas en 400,7 (N1) y 403,6 eV (N4) (Apéndice H, Apéndice I1Apéndice ), correspondientes a
grupos amida y nitro o amindxidos, respectivamente (Y. Chen etal., 2016). Estos resultados
sugieren que la reaccion de cuaternizacion de la celulosa, mediante metilacion de aminas
primarias, no ocurrié como se esperaba. Dado que los datos extraidos de los espectros en XPS 'y
los resultados del tamafio del cristalito indican que las posibles reacciones que se llevaron a cabo
durante esta etapa de modificacion fueron los procesos de O-metilacion y oxidacion de grupos

amino (Figura 12).
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4.2.6. Analisis térmico de nanocelulosas

La Figura 13jError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra la degradacién
térmica de las muestras de celulosa. El proceso de degradacion térmica involucra una serie de
reacciones endotérmicas que implican la deshidratacion de las cadenas de celulosa para formar
anhidrocelulosa y la despolimerizacion de la estructura para generar levoglucosan, que
posteriormente produce alquitran a temperaturas superiores a 400 °C (Tran etal., 2016;
Vasconcelos et al., 2017). Las curvas termogravimétricas Yy las graficas de su correspondiente
derivada (DTG) para los materiales de celulosa modificada muestran una pérdida de peso entre 50
a 150° C, debido a la evaporacion del agua adsorbida (Vasconcelos et al., 2017). Las pérdidas de
masa para los materiales en esta region correspondieron a 7,7 % (CB), 2,0% (TOBN), 2,1 %
(POBN), 11,1% (TOBN-EDEA), 11,3% (POBN-EDEA), 1,8% (TOBN-EDEA-Q) y 1,6%
(POBN-EDEA-Q). En esta etapa de descomposicion se observd que TOBN-EDEA y POBN-
EDEA contienen méas agua que las estructuras TOBN y POBN, lo que en principio contradice las
observaciones reportadas anteriormente por Gomez et al. (2017) y Calder6n-Vergara et al. (2020),
que mencionan una reduccion de su capacidad de hidratacion debido al incremento de las
interacciones hidrofobicas en la superficie de la celulosa por la insercion de la estructura carbonada
de la amina (Calderén-Vergara et al., 2020). Sin embargo, la amina EDEA, usada en esta
investigacion, tienen un caracter mas polar que las aminas usadas en los reportes anteriores. Por lo
tanto, el aumento en el contenido de agua absorbida en las estructuras amidadas se debe

exclusivamente a la naturaleza de la amina (Gomez et al., 2017).
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Figura 13. TGA (ay b) y curvas DTG (c y d) para CB, TOBN, POBN, TOBN-EDEA, POBN-

EDEA, TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q.
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Después de la deshidratacion de las muestras de nanocelulosa se observo la
descarboxilacion de las unidades glucosidicas, que contribuye a la formacion de compuestos
carbonilicos y el inicio de un proceso de aromatizacion en las cadenas de celulosa entre 220 — 280
°C para las muestras con una pérdida de peso de 17,6% (CB), 21,3% (TOBN), 18,8% (POBN),
seguido del colapso de las estructuras glucosidicas entre 280 — 360 °C por la despolimerizacién de

unidades glucosidicas en las regiones amorfas y cristalinas (Yao, Fan, et al., 2017; Vasconcelos

etal., 2017; Andrade et al., 2019).
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Las curvas DTG muestran la temperatura de descomposicion (Tq) para CB, TOBN y POBN
en 338 °C, 310 °C y 363 °C, respectivamente, reflejando una menor estabilidad térmica para
TOCN (310 °C) en comparacién con CB (338 °C) y POBN (363 °C). La curva DTG para TOCN
exhibe dos sefales, alrededor de 270 y 310 °C. La sefial en 270°C se atribuye a la Tq de las unidades
carboxilicas de TOCN superficiales, mientras que la segunda sefial corresponde a la
descomposicion del esqueleto de celulosa (Fukuzumi et al., 2010; Ovalle-Serrano et al., 2018; do
Nascimento et al., 2019; Saavedra Sanabria et al., 2019; Andrade et al., 2019). Por otro lado, la
curva DTG para POBN revela un desplazamiento en T4 hacia 363 °C lo que implica una estabilidad
térmica aumentada posiblemente por una reaccién de transesterificacion e hidrolisis acida,
obteniendo un producto mas resistente a la descomposicion térmica (Sato et al., 2003; Paschoal
et al., 2015; Dungani et al., 2017; Wen et al., 2017; Z. Jiang et al., 2017).

A temperaturas superiores a Tq el grado de depolimerizacion crece y la pérdida de masa
aumenta a 22,5% (CB), 16,9% (TOBN) y 25,1% (POBN) debido al rompimiento de enlaces
glicosidicos en las unidades de anhidroglucosa y anhidroglucuronato, que conduce a la produccion
de alquitran y compuestos volatiles debido a la oxidacién del carb6n remanente a CO2, CO y agua
(Ovalle-Serrano et al., 2018).

La degradacidn térmica de las muestras amidadas en la segunda etapa presenta una pérdida
de peso de 36,6% y 45,8 para TOBN-EDEA y POBN-EDEA, respectivamente, posiblemente
atribuida a la presencia de unidades de anhidroglucosa, anhidroglucuronato no amidado y
volatilizacion de la cadena carbonada de EDEA en el rango de temperatura dado entre 220-290
°C, similar al reporte realizado por Calderén-Vergara et al. (2020). A temperaturas por encima de
300 °C, la descomposicion térmica corresponde a la despolimerizacion y degradacion completa de

los materiales a CO;, CO y agua (Hemraz etal., 2013; Goémez-Jaimes etal., 2020).
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Adicionalmente, las curvas DTG permiten observar que la estabilidad térmica de TOBN-EDEA
incrementa 31 °C en comparacion con TOBN, mientras POBN-EDEA disminuye en 7 °C con
respecto a POBN. Esto indica una mejora en las propiedades térmicas de TOCN después de la
funcionalizacion con EDEA y una ligera desestabilizacion térmica para POBN-EDEA debido
principalmente a la posible reduccion de grupos acetato.

Por otra parte, las curvas DTG para la celulosa modificada muestran dos sefiales de
descomposicion maxima a 258 °C y 313 °C para TOBN-EDEA-Q y 260 °Cy 343 °C para POBN-
EDEA-Q. Los valores de Tq podrian estar relacionados con la diversidad estructural que presenta
la celulosa modificada. ElI primer evento podria atribuirse a la descomposicion de unidades
anhidroglucuronato, volatilizacion de los injertos de EDEA y las estructuras de metiladas por N-
metilacion y O-metilacion, mientras que el segundo evento se relaciona con la descomposicion de
la celulosa (Sehaqui et al., 2016; Udoetok et al., 2016; Ru et al., 2018).

Los perfiles de las curvas DTG también revelan que la intensidad del evento térmico debido
a la descomposicion de los grupos alquilo introducidos mediante la metilacion, reduce la
temperatura de degradacion de las fibrillas de celulosa. Lo anterior proporciona una evidencia para
sugerir que la celulosa fue modificada mediante las reacciones descritas anteriormente formando
estructuras entrecruzadas y metiladas (Udoetok et al., 2016). Adicionalmente, los resultados para
TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q sugieren que la estabilidad térmica es menor que TOBN-
EDEA Yy POBN-EDEA. Este fenomeno podria atribuirse a las reacciones secundarias en la celulosa
durante el proceso de metilacion, ocasionando una estructura con mayor inestabilidad térmica en

comparacion con los materiales precursores.
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4.3. Balance hidrofilico/lipofilico de nanocelulosas

La estructura molecular de la nanocelulosa oxidada y modificada es caracteristica de un
surfactante, donde la cabeza hidrofilica corresponde a los grupos OH, CHO, COOH, NH: y
N*(CHa)3z presentes en las unidades de AGU y la cola hidrofébica esta formada por la cadena
carbonada del esqueleto de la celulosay EDEA. ElI comportamiento interfacial de estos materiales
puede determinarse calculando su balance hidrofilico/lipofilico (Hydrophilic/Lipophilic Balance,
HLB). El valor de HLB indica la afinidad de un surfactante por un solvente, un HLB alto se traduce
en afinidad por solventes acuosos (soluble en agua) y un HLB bajo por solventes orgénicos
(soluble en aceite). La escala HLB varia de 0 a 20, donde O corresponde a una estructura netamente
hidrofébica y 20 indica una molécula completamente hidrofilica. EI HLB puede hallarse de manera
experimental o tedrica. El calculo tedrico se puede realizar a partir del método matematico de

Griffin (Griffin, 1949), de acuerdo con la ecuacién (10)
HLB =20x -*  (10)

donde M representa la suma de los pesos moleculares de las fracciones hidrofilicas y Mm el peso
molecular de cada unidad AGU no tratada o modificada. Sin embargo, al aplicar la ecuacion (10)
sobre la celulosa oxidada, amidada y cuaternizada, ésta se transforma en:

> Mp<n)+(Z Mpjn;)+(E Mpgsng)+ ... +(E Mpypsny)
HLB =
(Mmi*ni)+(Mmj*nj)+(Mmk*nk)+ o (M)

(11)

donde Mni, Mhj, Mhk, Mhi, Mbm, Mhn, Mno, Mhp Y Mnq representan la suma de los pesos moleculares
de las fracciones de grupos hidrofilicos por unidad de AGU. Por tanto, (i) corresponde a las
fracciones de C6-OH, (j) representa la oxidacién incompleta o unidades -CHO, (k) indica la
oxidacion completa o los grupos -COOH, (1) corresponde a los grupos -O- de la celulosa, (M) a

grupos C2-OH/C3-OH, (o) representa los grupos amida en CONH[(CH2)20]2(CH2)2NHz, (p)
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indica los grupos amina en -CONH[(CH2)20]2(CH2)2NHz2, (q) grupos -O- presentes en la amina
insertaday (r) son los grupos N*(CHs)s metilados luego de la amidacion de la celulosa. n representa
el numero de cada especie hidrofilica por unidad de AGU, por ejemplo, n puede calcularse a partir

de la distribucién entre el nUmero de C6 en AGUox/1000 AGU.

Tabla 5. Cantidad de grupos oxidados en C6, HLB teorico y experimental, y % CF de TOBN,

POBN, TOBN-EDEA, POBN-EDEA, TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q

Muestra C6 AGUox/1000 AGU HL Btesrico HL Bexp? % CFPe
TOBN 192 111 13,6 -6,7
POBN 152 10,8 - 4,9

TOBN-EDEA 71 10,7 11,8 9,0
POBN-EDEA 94 10,6 - 5,6
TOBN-EDEA-Q 187 11,5 20,2 12,8
POBN-EDEA-Q 187 11,3 - 6,1

Nota: 2El célculo de HLBexp Se realizd usando la ecuacion 8, de forma similar al HLB calculado
para el aceite de girasol. °Control de frizz, el calculo se realiz6 a partir de ecuacion 9. °El %CF
para TC fue 20,4%.

La Tabla 5 resume los valores tedricos y experimentales del HLB. Los materiales
sintetizados presentan valores de HLB tedricos que oscilan entre 10y 11, lo que indica que pueden
actuar como son surfactantes hidrofilicos o agentes capaces de estabilizar emulsiones de aceite en
agua (O/W) (Miller, 2016). Al comparar los valores tedricos de HLB con las mediciones
experimentales hechas mediante el anélisis de la estabilidad de emulsiones (el HLBexp Se determind

de forma similar al HLB requerido para el aceite de girasol, usando la ecuaciéon 9, como se describe
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en le seccion experimental 3.2.4.9), se observa coincidencia entre los valores de HLB para TOBN
y TOBN-EDEA (Apéndice J). Sin embargo, no sucede igual con los valores de HLB para TOBN-
EDEA-Q. De hecho, se observa una diferencia significativa entre ambos valores, donde los
calculos para el HLBtesrico 10 definen como un agente emulsificante O/W, mientras el HLBexp 10
clasifica como agente solubilizante. Esta diferencia podria atribuirse a la formacion de especies
diferentes a las plateadas en esta tesis para el tratamiento de metilacion, produciendo diversos
grupos polares disponibles de caracter idnicos y no ionicos formados durante las reacciones
secundarias de la metilacion, los cuales generan interacciones electrostaticas y estéricas de mayor
alcance con respecto a TOBN y TOBN-EDEA (Liu et al., 2014; Fitzgerald et al., 2015; Matusiak

& Grzadka, 2017; Ng & Rogers, 2019; Sarkar & Pal, 2019).

4.4. Evaluacion de la actividad antifrizz de celulosa modificada sobre el cabello

La prueba anti frizz en cabello humano, utilizando todos los derivados (oxidados y
modificados) de la CB y un producto comercial (TC), se realizé como se muestra en el Apéndice
KApéndice . Como control se us6 una muestra de cabello caucésico negro, ondulado y natural con
una longitud de 5 cm.

La medida de control de frizz (CF) esté relacionada con los cambios en el contenido de
agua en el cabello antes y después del tratamiento cosmético. Cuando CF es positivo para las
muestras de cabello tratadas, ajustadas a 27 °C y humedad relativa (HR) variable (60-80%), se
observa un aumento en el diametro de la fibra por hidratacion (Gao, 2007). Por consiguiente, el
material evaluado no presenta actividad anti frizz.

De acuerdo con lo anterior, los resultados de CF en la Tabla 5 sefialan que todas las

muestras de celulosa (excepto TOBN) y el TC (20,4 %) no presentan actividad anti frizz en el
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cabello, debido a que facilitaron la penetracion de humedad en las fibras capilares (Velasco et al.,
2009; Bianchi et al., 2020).

Comparando los valores de CF, se puede decir que la mayoria de las muestras de celulosa,
a excepcion de TOBN, e incluso el TC, aparentemente no mostraron actividad anti frizz. Sin
embargo, al observar las fotografias adjuntadas en el Apéndice KApéndice , se muestra que
macroscopicamente todos los productos de nanocelulosa pueden presentar control de frizz sobre
las muestras de cabello. Por consiguiente, seria aconsejable repetir este ensayo, usando un solo

mechdn de cabello para cada tratamiento.

5. Conclusiones

Se obtuvieron nanofibras de CB funcionalizadas principalmente con grupos carboxilatos
con un valor 1,39 mmol COOH/g celulosa para la oxidacién con el radical TEMPO (TOBN) y
0,88 mmol COOH/g celulosa para la oxidacién con &cido peracético (POBN). Los resultados
indicaron que el proceso de oxidacidn, en conjunto con la desintegracién mecanica, permitieron
oxidar la CB a partir de las dos metodologias evaluadas. Los resultados demostraron que el proceso
de oxidacién mediado por TEMPO es mas eficiente que el tratamiento con &cido peracético,
permitiendo mejorar la dispersion de la fibra en agua, debido al incremento de grupos carboxilato
Yy, por consiguiente, las fuerzas de repulsion entre las fibras cargadas negativamente.

Los analisis elementales por CHNS y EDS permitieron confirmar la presencia de residuos

del medio de cultivo y proteinas asociadas con las bacterias que permanecieron adheridas a la CB
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luego de los lavados con agua, lo cual también se corrobor6 en los resultados obtenidos mediante
DRX y XPS.

El andlisis elemental permitio calcular el DS para las muestras modificadas mediante
amidacién y metilacion, mostrando una sustitucion de los grupos carboxilato durante la reaccién
de amidacion en 68,8% (TOBN-EDEA) Y 26,7% (POBN-EDEA), indicando un acoplamiento
entre la amina y acido carboxilico para formar un enlace amida. Respecto a las muestras cationicas
se observé una reduccion significativa de los grupos nitrogenados lo que infiere que la reaccién de
N-metilacion no fue dominante o posiblemente ocurri6 en las cadenas mas cortas de celulosa que
se eliminaron durante los lavados.

La caracterizacion morfoldgica de las nanofibras funcionalizadas mostr6 una estructura de
red tridimensional altamente porosa, muy similar a la estructura de CB, con un didmetro promedio
inferior a 60,1 + 31,9 nm. Los tratamientos de modificacion superficial no alteraron
significativamente la morfologia de las nanofibras.

El andlisis realizado a partir de espectroscopia infrarroja permitié seguir la transicion de
los grupos funcionales entre las modificaciones realizadas. En el caso de la oxidacion se observo
la presencia de grupos C=0 provenientes de grupos aldehidos para TOBN y POBN, pero ademas
se evidencié la formacion de grupos hemiacetal entre grupos aldehidos formados durante las
reacciones de fragmentacion, y grupos hidroxilo de estructuras vecinas. Los materiales amidados
TOBN-EDEA y POBN-EDEA presentaron una banda ancha caracteristica de las sefiales amida |
y Il, confirmando el acoplamiento de la amina en la celulosa. Con respecto, a las muestras
catidnicas no se observaron sefiales posiblemente debido a que la reaccion no ocurrié como se

esperaba.
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Los cambios en los indices de cristalinidad en la celulosa modificada con respecto a CB se
deben probablemente a la modificacion de la red tridimensional de la celulosa cristalina,
principalmente por debilitamiento de los enlaces intermoleculares de hidrégeno debido a los
tratamientos mecéanicos y quimicos durante la reaccion.

La relacién O/C y las cantidades relativas de las diferentes interacciones entre carbono-
oxigeno, carbono-nitrogeno y oxigeno-nitrégeno se determinaron por medio de espectroscopia
XPS. Los analisis demostraron que la contribucion de grupos hidroxilo disminuy6 después de la
oxidacion. La asignacion de las sefiales de los productos obtenidos luego de la amidacion verifica
la funcionalizacion a partir del enlace covalente entre un grupo amino terminal de EDEA con un
grupo carboxilato en la celulosa. En cuanto a las sefiales dadas para el espectro de las muestras
cationicas aparentemente no se observaron regiones de grupos cationicos, lo que corrobora la
conclusion de que la reaccién de cationizacion no ocurrio.

Los anélisis termogravimétricos mostraron que la estabilidad térmica de la celulosa
oxidada (TOBN) es menor que la de la celulosa original (CB). Por otra parte, en el derivado POBN
se observé un aumenté en la temperatura de degradacién, presumiblemente por reacciones
secundarias que lograron introducir grupos acetilo en la superficie de la CB durante el tratamiento
oxidativo con APA. Por su parte, las muestras amidadas mostraron un cambio positivo para
TOBN-EDEA y negativo en POBN-EDEA, lo cual, indica una mejora en la estabilidad térmica de
TOBN como resultado de la hidrofobizacion de las nanofibras después de la reaccion de amidacion
“one-pot” y una ligera desestabilizacion termica para POBN-EDEA debido a la posible reduccion
de grupos acetato durante la funcionalizacion. En cuanto a los derivados cationicos se observé una

reduccién en Tg, tal vez como consecuencia de la diversidad de grupos funcionales que se
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obtuvieron en esta etapa del proceso, entre los cuales pueden encontrarse estructuras N-metiladas
y O-metiladas.

Las nanocelulosas modificadas presentan actividad superficial y pueden formar
dispersiones estables en un sistema emulsionante de O/W con HLBtesrico que Vvaria entre 10,6 a
11,5y HLBexp entre 11,8 a 20,2 dependiendo de la modificacion realizada. Lo anterior, indica la
capacidad de la celulosa para actuar como agente emulsionante y detergente con buena
dispersabilidad en agua.

Finalmente, la determinacién de CF mostrd que la mayoria de los materiales sintetizados
no mostraron actividad anti frizz (excepto en TOBN). Esto se atribuye al hecho de que se observo
un incremento en el didmetro de la fibra causado por la hidratacion del cabello luego de aplicar la

celulosa.
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Apéndices

Apendice A. Cuantificacion potenciométrica

Curva de titulacion potenciométrica para determinar la concentracion de APA. Condiciones

experimentales: Se prepard una solucion acuosa de 40 mL usando 2 mL APA preparado.

Posteriormente, se tituld la muestra con una solucién de NaOH 0,5 M previamente elaborada.

12 1,4

0 5 10 15 20 25 30
Volumen de NaOH (mL)
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Apéndice B. Apariencia fisica de a) las peliculas de CB. b) CB en agua homogenizada a

11 000 rpm por 10 min.
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Apéndice C. Cuantificacion conductimétrica

Curva de titulacion conductimétrica para CB, CB limpiada con una solucion de NaClO 0,05 M,

TOBN y POBN usando como agente titulante NaOH 0,01 M. Condiciones experimentales: 50 mg

de muestra de celulosa en suspension y pH inicial <2.
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Apéndice D. Espectros EDS

113

Composicion elemental (SEM-EDS) de CB, TOBN, POBN, TOBN-EDEA, POBN-EDEA,

TOBN-EDEA-Qy

POBN-EDEA-Q.
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Apéndice E. Estructura quimica de a) CB. b-e) Representacion de los cambios

estructurales sufridos durante la oxidacion.

Los grupos hidroxilo en C2, C3 y C6 fueron sustituidos por b) Cetonas en C2y C3, ¢)
aldehidos en C2 y C3, d) aldehido en C6, €) acido carboxilico en C6, f) acido carboxilicoen C1y

g) &cidos en C2y C3.
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EDEA, POBN-EDEA, TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q.
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Apéndice F. Espectros XPS deconvolucionados de C1s para CB, TOBN, POBN, TOBN-
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Los desplazamientos para cada especie quimica fueron C1 (C-C, C-H) 284,8 eV, C2 (C-0) 286,2

+ 0,3 eV, C3 (0O-C-0/C=0/CO-NHy) 287,6 % 0,3 eV, C4 (0-C=0) 288,9 + 0,3 eV y C5 (n- ©*)

291,0+0,3eV.



MODIFICACION QUIMICA DE CELULOSA BACTERIANA

EDEA, POBN-EDEA, TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q.
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Apéndice G. Espectros XPS deconvolucionados de O1s para CB, TOBN, POBN, TOBN-
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540 55-8 5:‘56 51‘34 5é2 SéU 528 540 5(‘38 5:‘%6 5(‘54 5:‘52 5..""0 528
Energia de enlace (eV) Energia de enlace (eV)
POBN-EDEA-Q
04
et
540 538 536 534 532 530 528

Energia de enlace (eV)

Los desplazamientos para cada especie quimica fueron O1 (O=C-O7/CO-NH2) 531,2 + 0,1 eV, 02

(C-0) 532,8 + 0,2 eV, 03 (0-C-0) 534,0 + 0,4 eV, 04 (H,0) 535,0 % 0,3 eV y 05 (NO) 536,2

eVv.



MODIFICACION QUIMICA DE CELULOSA BACTERIANA

117

Apéndice H. Espectros XPS deconvolucionados de N1s para CB, TOBN, TOBN-EDEA,

POBN-EDEA, TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q.

Intensidad (u.a.) Intensidad (u.a.)

Intensidad (u.a.)

CcB
N1

408 405 402 399 396 393

Energia de enlace (eV)

TOBN-EDEA

408 405 402 399 396 393

Energia de enlace (eV)

TOBN-EDEA-Q

408 405 402 399 396 393

Energia de enlace (eV)

Intensidad (u.a.) Intensidad (u.a.)

Intensidad (u.a.)

TOBN

408 405 402 399
Energia de enlace (eV)

396

393

POBN-EDEA

408 405 402 399
Energia de enlace (eV)

396

POBN-EDEA-Q

408 405 402 399
Energia de enlace (eV)

396

393

Los desplazamientos para cada especie quimica fueron N1 (CO-NH>) 399,9 + 0,5 eV, N2 (C-

NH,) 401,5 + 0,4 eV, N3 (N*R4) 402,3 eV y N4 (NO) 403,6 eV.
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Apéndice I. Porcentaje atdbmico para las asignaciones de todos los componentes en las regiones C 1s, O 1s y N 1s, dadas por

XPS.
Muestra Cl C2 C3 C4 C5 N1 N2 N3 N4 O1 02 O3 O4 05
CB 83 243 268 63 1,5 08 108 211
TOBN 1,8 96 357 86 0,3 65 349 09
POBN 9,3 94 353 74 85 294 03
TOBN-EDEA 149 373 89 1,0 0,5 1,1 22 336 05
POBN-EDEA 72 393 91 0,6 0,3 0,2 80 349 05
TOBN-EDEA-Q 2,7 145 320 81 0,5 0,4 13 102 275 0.2
POBN-EDEA-Q 70 230 196 46 1,8 0,5 0,4 2,1 182 154 1,1

Los desplazamientos para cada especie quimica fueron C1 (C-C, C-H) 284,8 eV, C2 (C-0) 286,2 + 0,3 eV, C3 (O-C-0/C=0/CO-NHy)

287,6 + 0,3 eV, C4 (O-C=0) 288,9£0,3 eV y C5 (n- n*) 291,0 = 0,3 eV. Las contribuciones de regiéon O 1s son: O1 (CO-NH>) 531,2

+0,1 eV, 02 (C-0) 532,8 + 0,2 eV, 03 (O-C-0) 534,0 % 0,4 eV, 04 (H20) 535,0 + 0,3 eV y O5 (NO) 536,2 V. La region N 1s esta

conformada por N1 (CO-NH>) 399,5 + 0,1 eV, N2 (C-NH2) 400,5 + 0,2 eV, N3 (N*R4) 401,7 £ 0,1 eV y N4 (NO) 403,6 eV.
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Apéndice J. Cuantificacion de HLB
Emulsiones con diferentes proporciones de Span 80 y Tween 80 para determinar el nimero

de HLB requerido para el aceite de girasol.

Emulsiones serie 1 a b c d e f g
% Span 80 100 80 60 50 40 20 0
% Tween 80 0 20 40 50 60 80 100

Emulsiones con diferentes proporciones de Span 80 y TOBN para determinar el valor de

HLB para TOBN. Este mismo procedimiento se reprodujo para TOBN-EDEA y TOBN-EDEA-

Q.

Emulsiones serie 2 h i ] k I

% Span 80 90 80 70 60 50

% TOBN 10 20 30 40 50
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Apéndice K. Resultados de la actividad antifrizz realizada sobre una muestra de cabello
caucasico (control), usando celulosa modificada TOBN, POBN, TOBN-EDEA, POBN-EDEA,

TOBN-EDEA-Q y POBN-EDEA-Q. Adicionalmente, se evalto la actividad antifrizz de un

tratamiento comercial (TC).




