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Resumen

Titulo: Funcionalizacién de nanocelulosa extraida de estopa de fiqgue mediante su modificacién con nanoparticulas
de plata”

Autora: Laura Alejandra Diaz Serrano™
Palabras clave: Nanofibras, celulosa, hidrogeles, nanoparticulas de plata
Descripcion:

En esta investigacion se produjeron bionanocompositos (hidrogeles) utilizando nanofibras de celulosa (NFC) extraida
de residuos agroindustriales, como la estopa de fique, modificados in situ con nanoparticulas de plata (AgNPSs). Las
NFC fueron obtenidas por un tratamiento de oxidacién con TEMPO, el cual gener6 grupos COO Na* en la superficie
de las NFC, con una gran capacidad de intercambio con especies metélicas como Ag* para la formacién de complejos
de metal-carboxilato. Los iones plata se redujeron a plata metélica cerovalente por accion del extremo reductor de la
celulosa y los grupos OH presentes en esta. La formacion del hidrogel se promovid por adicion de AgNOs a la
suspension de NFC sin agitacion, para lo cual se evaluaron dos metodologias, las cuales presentaron resultados
semejantes.

El contenido de carboxilato obtenido para las NFC fue de 1.6 mmol/g de celulosa. Los analisis FT-IR demostraron la
formacion de complejos de metal-carboxilato en la forma de puente bidentado. Adicionalmente, los espectros UV-Vis
de los hidrogles con AgNPs mostraron absorciones alrededor de los 410 nm, caracteristica de la resonancia del
plasmon superficial (RPS) de las AgNPs. Mediante microscopia electronica de barrido, SEM, se observo la presencia
de AgNPs esféricas sobre la superficie de los hidrogeles en un rango de tamafio entre 5 y 80 nm. Los difractogramas
obtenidos confirmaron los planos cristalinos caracteristicos de las AgNPs.

* Proyecto de grado
™ Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Directora: PhD. Marianny Yajaira Combariza Montafiez, Co-director:
Sergio Andrés Ovalle Serrano
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Abstract

Title: Functionalization of nanocellulose extracted from fique tow through modification with silver nanoparticles”
Author: Laura Alejandra Diaz Serrano™

Keywords: Nanofibers, celullose, hydrogels, silver nanoparticles.

Description:

In this research, bionanocomposites (hydrogels) were produced by modifying cellulose nanofibers (CNF) extracted
from an agroindustrial residue (Fique tow) with silver nanoparticles (AgNPs). NFC were extracted by a TEMPO-
mediated oxidation reaction, which generated COO"Na* groups on the surface of CNF, with a high exchange capability
with metal species such as Ag* for the formation of metal-carboxylate complexes. The silver ions were reduced to
zero-valent metallic silver by the reducing end and the OH groups in cellulose. The hydrogel formation was promoted
by the addition of a AgNOs solution to a NFC suspension without agitation through two different methodologies,
which produced similar results.

The carboxylate content obtained for the CNF was 1.6 mmol/g cellulose. The FT-IR analyzes demonstrated the
formation of metal-carboxylate complexes in a bidentate bridge form. Additionally, the UV-Vis spectra of the
hydrogels with AgNPs showed absorptions around 410 nm, characteristic of the surface plasmon resonance (RPS) of
the AgNPs. By means of SEM (scanning electron microscopy), the presence of spherical AgQNPs was observed on the
surface of the hydrogels in a size range of 5-80 nm. The obtained diffraction patterns confirmed the crystalline planes
typical of AgNPs.

* Degree Project
™ Science Faculty, Chemistry School, Director: PhD. Marianny Yajaira Combariza Montafiez, Co-director: Sergio
Andrés Ovalle Serrano
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Introduccion

Las fibras de fique han sido usadas en Colombia desde la época precolombina para la produccion
de empaques, refuerzos en materiales para construccion, artesanias, cuerdas, cordeles, textiles,
entre otros (Peinado et al., 2006). Sin embargo, las fibras naturales se han venido reemplazando
hoy en dia por fibras sintéticas que tienen mas versatilidad, durabilidad, resistencia, bajos costos,
comodidad y elasticidad (Pickering, Efendy, & Le, 2016). No obstante, al final de su vida util las
fibras sintéticas se convierten en basura plastica -la mas abundante del planeta (Browne, 2015)- lo
que provoca no solo graves dafios a nivel ambiental y a la salud humana, sino que también afecta
los sectores agricolas como los dedicados a la produccién de fibras naturales en Colombia.

En el area rural de Santander, Colombia, sobresale el uso del fique como fibra natural por
excelencia debido al amplio rango de productos que genera (Castellanos, Torres, & Rojas, 2009).
Sin embargo, esta planta no esta siendo totalmente aprovechada, pues sélo se usa el 5% que
constituye la fibra proveniente de su hoja, mientras que el 95% restante, conformado por los
subproductos como el jugo, el bagazo y la estopa, es considerado desecho. Debido a su ineficiente
aprovechamiento, estos subproductos terminan convirtiéndose en contaminantes cuando se arrojan
a las fuentes de agua superficial durante el lavado de las fibras (Peinado et al., 2006), pues la
cantidad de saponinas presentes en el jugo causan la desoxigenacion del agua que perjudica tanto
a organismos acuaticos como a seres humanos; y cuando se desechan directamente sobre los

cultivos, pueden causar degradacion de la vegetacion y proliferacion de vectores (Duque, 2011).
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Como alternativas de solucion a estos problemas, y con el &nimo de utilizar la biomasa residual
de la produccidn de Fique, en el Grupo de Investigacion en Fisicoquimica Teorica y Experimental,
GIFTEX y en el Centro de Estudios e Investigaciones Ambientales, CEIAM, de la Universidad
Industrial de Santander, se han desarrollado diversos proyectos de aprovechamiento de celulosa
proveniente de fibras naturales como las fibras de fique o de subproductos generados en el
desfibrado de la planta de fique como el jugo, bagazo o la estopa. El contenido de celulosa en la
estopa de fique (52.3%) es comparable con el de las fibras de fique (52.9%) e incluso es mayor a
otras fuentes como la madera (46.4%), paja de trigo (39.85), bamboo (41.8%), entre otros (Ovalle-
Serrano, Blanco-Tirado, & Combariza, 2018), en este proyecto de investigacion se enfatizé el uso
de este subproducto para aislamiento de nanocelulosa como punto de partida para la elaboracion
de nuevos materiales hibridos.

Los bionanocompositos 0 materiales biolégicos hibridos resultan de la combinacion de una
matriz polimerica natural (proteinas, celulosa, &cidos nucléicos) y sélidos organicos o inorganicos
nanoestructurados. La combinacién de estos materiales resulta no sélo en un material funcional,
ambiental y tecnoldgicamente atractivo por sus caracteristicas de alta resistencia mecéanica,
biodegradabilidad, sostenibilidad y renovabilidad; sino también un material con propiedades
superiores a las de sus constituyentes individuales, debido al efecto sinérgico de interacciones a
escala molecular entre sus partes (Gonzalez del Campo, 2017).

En este contexto, se propuso el desarrollo y caracterizacion de un hidrogel (bionanocomposito)
formado por la gelificacion de nanofibras de celulosa (NFC de estopa de fique) activada por la
adicion de metales de transicion (Dong, Snyder, Tran, & Leadore, 2013). En nuestro caso
particular, estos ultimos corresponden a cationes de plata provenientes del nitrato de plata, la

interaccion de la NFC con los iones Ag* resulta en la formacion de AgNPs (nanoparticulas de
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plata) sobre las NFC sin la necesidad de adicionar agentes reductores ni estabilizantes. Los
hidrogeles resultantes tienen posibles aplicaciones antibacterianas y antifungicas.

Segln lo expuesto anteriormente, este proyecto resulta valioso tanto para el sector agricola
colombiano como para el sector ambiental y cientifico, ya que se explora el uso de nanofibras de
celulosa aisladas a partir de los residuos lignocelulésicos del desfibrado de la planta de fique para
la generacién de nuevos bionanocompositos funcionales. También se destaca que la ruta
desarrollada para la obtencién del hidrogel es eficiente en tiempo y rendimiento, pues la formacion
del material hibrido con su respectiva funcionalizacion ocurre en un mismo recipiente, es decir, es

una reaccion “one pot”.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Extraer y caracterizar nanofibras de celulosa a partir de estopa de fique, y sintetizar nanoparticulas

de plata sobre su superficie para crear un bionanocomposito funcional.

1.2 Objetivos Especificos

e Producir nanofibras de celulosa (NFC) mediante un tratamiento quimico de oxidacion
(TEMPOQ), a partir de estopa de fique deslignificada.
e Obtener un bionanocomposito funcional mediante la sintesis in situ de nanoparticulas de

plata sobre la superficie de las NFC.

e Realizar la caracterizacion fisicoquimica de las NFC y los hidrogeles hibridos.
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2. Marco Tedrico

2.1 Fibras naturales y fique

Desde el punto de vista de la ciencia de materiales las fibras se dividen en dos grandes grupos: las
naturales y las manufacturadas (sintéticas y artificiales). Las fibras estan conformadas por
filamentos plegables, cuyo didmetro es pequefio en relacion con su longitud y dentro de sus
caracteristicas méas sobresalientes se destaca su finura, flexibilidad y longitud (Hollen, Saddler, &
Langford, 2002). Las fibras naturales simplemente son proporcionadas por la naturaleza, y pueden
ser de origen mineral, animal o vegetal. En las plantas las fibras celuldsicas son las unidades
fundamentales para la formacién de estructuras de transporte de nutrientes y soporte mecanico;
desde los haces vasculares y las paredes rigidas de las células vegetales, hasta las estructuras
macroscopicas (troncos) que soportan el peso de un arbol. Las fibras vegetales se caracterizan por
su biodegradabilidad (Ticoalu, Aravinthan, & Cardona, 2010) y se conocen como materiales
lignocelulosicos, es decir compuestos de celulosa que se mantienen juntas por una matriz de
lignina y hemicelulosa, cuya funcion es actuar de barrera natural ante la degradacién microbiana
y servir como soporte mecanico (Silva, Haraguchi, Muniz, & Rubira, 2009). Generalmente las
fibras naturales pueden extraerse del tallo, las hojas, las semillas, frutos o raices de las plantas, de
tal manera que estructuralmente hacen parte de los tejidos organicos que constituyen estos

organismos vivos (Pereira et al., 2015).
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La organizacion mas comdn de las fibras vegetales tienen un canal central Ilamado lumen,
responsable del transporte de nutrientes y agua, y una pared celular que se compone de una lamina
central, una pared primaria que presenta una matriz de pectina, lignina, hemicelulosa y proteina
sobre la cual se depositan las fibrillas de celulosa, y una pared secundaria que se constituye
principalmente de microfibrillas de celulosa, la cual presenta 3 capas (S1, S2 y S3) como se
muestra en la Figura 1, siendo la capa intermedia (S2) la determinante de las propiedades

mecénicas de la fibra (Pereira et al., 2015).

Lumen

Pared
secundaria

S1

Pared primaria

Lamina media

Figura 1. Estructura de las fibras vegetales. Adaptado de Pereira et al. (Pereira et al., 2015).

Dentro de las fibras vegetales se encuentran dos grandes grupos: las fibras suaves y las fibras
duras. Las fibras suaves, o liberianas, atraviesan la corteza interior de los tallos o del tronco
principal de plantas exdgenas o dicotileddneas, como por ejemplo el ramio, cadillo, yute o lino,
siendo en general flexibles y elasticas (Robles, 2002). Por otra parte, las fibras duras o foliares se
extienden a lo largo de los tejidos carnosos de las hojas largas de plantas enddgenas o
monocotiledéneas, como por ejemplo el sisal, abaca, yuca, henequén y fique; estas fibras se

caracterizadas por presentar una textura rigida y dura (Robles, 2002).
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Las fibras de fique son extraidas de la planta de fique, originaria de América tropical, sobre
todo de la regién andina de Colombia, Venezuela y Ecuador (Peinado et al., 2006). Esta planta es
densamente poblada de hojas largas, color verde, de altura variable entre 2 y 7 m, tallo erguido
como se muestra en la Figura 2 y morfolégicamente presenta raiz, tallo, hojas, yemas, flor, frutos
y semillas (Perez Mejia, 1974). El Fique pertenece al género Furcraea, que se caracteriza por
formar rosetas de hojas grandes, carnosas y jugosas con unas puntas cariaceas. Las flores que
presentan son numerosas, tienen forma de péndulos y son de color blanco (Perez Mejia, 1974). La
familia a la cual pertenece se denomina Agavaceae Yy se destaca por presentar las hojas agrupadas
en o cerca al tallo (Perez Mejia, 1974). La clasificacion taxondmica del fique se muestra en la

Tabla 1y la composicidn fisica de la hoja de fique se muestra en la Tabla 2.

Figura 2. Planta de fique.
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Tabla 1.

Taxonomia del fique

Reino Vegetal
Phylum Tracheophyta
Division Spermatophyta
Clase Angiospermae
Subclase Monocotyledonae
Orden Liliflorae
Familia Agavaceae
Género Furcraea
Especies Macrophylla Baker, cabuya. Trel, andina, etc.

Nombre comun

Fique, cabuya, penca, fique perulero, maguey, cabui,

cabuya blanca, chuchao, cocuiza.

Nota: Adaptado de Pérez Mejia y Peinado et al. (Peinado et al., 2006; Perez Mejia, 1974).

Tabla 2.

Composicién fisica de la hoja de fique

Componente Porcentaje en la hoja
Fibra 5
Jugo 70
Estopa 8
Bagazo 17

Nota: Adaptado de Peinado et al. (Peinado et al., 2006)
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En el proceso de beneficio del fique se cosechan las hojas maduras de las plantas de fique, que

luego se desfibran mecanicamente (decorticacion), se sumergen en agua para eliminar los residuos

de jugo, bagazo y estopa adheridos a la fibra, y finalmente se secan al sol. Del peso total de la hoja

de fique s6lo el 5% corresponde a la fibra extraida y el 95% a residuos generados en el desfibrado
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(Peinado et al., 2006). Estos residuos (jugo, estopa y bagazo) se consideran una potencial amenaza
para el medio ambiente, puesto que son arrojados a las fuentes hidricas o desechados directamente
en los cultivos (Granados Castellanos, 2009; Zapata, 2009).

El jugo de fique, suspensién verde-ocre, corrosiva, de olor fuerte, con un pH que varia entre 4
y 5, constituye el 70% de los subproductos del desfibrado y estd compuesto de 6% de celulosa, 1%
de minerales, 8% de materia organica y 85% de humedad (Peinado et al., 2006). Por su parte, el
bagazo se caracteriza por presentar una fraccién particulada compuesta de celulosa, hemicelulosa,
proteinas y lipidos, y una fraccion soluble conformada por carbohidratos no estructurados y &cidos
grasos volatiles (Castro, Guzman, & Escalante, 2014). Tipicamente el bagazo se usa como
fertilizante organico en los mismos cultivos y constituye un 17% del porcentaje total de la hoja
(Peinado et al., 2006). Por ultimo, la estopa (fibras cortas) representa un 8% m/m de la hoja de
fique, con altos contenidos de celulosa como se muestra en la Tabla 3 (Ovalle-Serrano, Blanco-
Tirado, et al., 2018). Generalmente se usa en la fabricacion de pulpa para papel, papel artesanal,

relleno para colchones, felpas, telas entre otros (Peinado et al., 2006).

Tabla 3.

Composicién quimica de las fibras, estopa y bagazo.

Composicion [% m/m]

Muestra Celulosa  Hemicelulosa  Lignina
Fibras 52921 23.8+6.2 23.3+3.9
Estopa 52.3+3.0 23.8+£6.2 239+7.6
Bagazo 305+£1.1 20.7+1.3 9624

Nota: Adaptado de Ovalle-Serrano et al. (Ovalle-Serrano, Blanco-Tirado, et al., 2018).
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2.2 Materiales lignoceluldsicos

Independientemente de si son fibras suaves o duras, los principales componentes de las fibras
vegetales son celulosa, hemicelulosa y lignina. La hemicelulosa, un heteropolisacarido amorfo, se
encuentra unido a las fibras de celulosa formando una red celulosa—matriz, que ayuda a mantener
la rigidez de la pared celular. La hemicelulosa esta compuesta principalmente de azlcares como
xilosa, glucosa y manosa, los cuales forman estructuras aleatorias altamente ramificadas (Estrada,
2010; Moran, Alvarez, Cyras, & Vazquez, 2008). Por otro lado, la lignina es el segundo
biopolimero méas abundante en la tierra, construido a base de unidades de fenilpropanoides en
forma de una macromolécula tridimensional altamente ramificada, amorfa e hidrofébica (Silva et
al., 2009). La lignina también es responsable de la rigidez y resistencia mecéanica de la pared
celular de las plantas (Marvin Chavez-Sifontes y Marcelo E. Domine, 2013).

Por su parte, la celulosa es el biopolimero principal de las fibras vegetales y el material organico
renovable més abundante en la tierra, distribuido especialmente en plantas superiores, en
diversidad de animales marinos y en menor grado en hongos, algas, bacterias, invertebrados e
incluso amebas (Habibi, Lucia, & Rojas, 2010). Este material se caracteriza por su resistencia
mecanica, versatilidad, biodegradabilidad y sostenibilidad (Lahiji et al., 2010; Zhai, Kim, Lee, &
Kim, 2017)

La celulosa se destaca por ser un homopolimero formado por la repeticion de unidades
monomeras idénticas de glucosa mediante enlaces 3-1,4 glucosidicos; cada unidad de glucosa se
encuentra rotada 180° con respecto a sus vecinos. Los dimeros de celobiosa (Figura 3) tienen seis
grupos hidroxilo que pueden establecer interacciones intra e intermoleculares, mediante enlaces

de hidrogeno, para formar enrejados complejos (en algunos casos cristalinos) que imposibilitan la
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solubilidad en agua y en la mayoria de disolventes organicos (Silva et al., 2009). En uno de los
extremos de las cadenas de celulosa se observa una unidad de D-glucopiranosa en la que el &tomo
de carbono anomérico estd formando un enlace glicosidico y tiene un alcohol secundario libre en
el C4, conocido con el nombre de acetal o extremo no reductor (Figura 3). El otro extremo,
denominado hemiacetal, o extremo reductor, tiene una unidad de D-glucopiranosa en la que el
atomo del carbono anomeérico esta libre, por lo que este extremo se encuentra en un equilibrio con
su forma aldehido, confiriéndole a la celulosa cierta polaridad (Caipo, 2012). Cabe resaltar que
tanto los grupos aldehidos presentes en los extremos reductores de la celulosa como los grupos
hidroxilo, hacen de la celulosa un buen agente reductor (Emam et al., 2013; Emam, Mowafi,

Mashaly, & Rehan, 2014).
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Figura 3. Estructura de celulosa. Adaptado de Habibi et al. (Habibi et al., 2010).

Debido a las interacciones de los anillos de glucopiranosa y los posibles cambios
conformacionales de los grupos hidroximetil, las cadenas de celulosa pueden presentar varias
formas cristalinas, conocidas como celulosa tipo I, Il, 111 o IV. La celulosa producida por plantas
generalmente es la celulosa tipo I o celulosa nativa de enlaces B, la cual se forma principalmente

por una celda monoclinica que contiene dos cadenas de celulosa (Caipo, 2012).
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2.3 Nanomateriales y Nanoparticulas

La celulosa puede usarse como fuente para la obtencion de nanomateriales como las nanofibras de
celulosa (NFC), cuyos diametros varian entre 1-100 nm con formas de tubos, varillas, cintas,
anillos o cables. Por lo general, las NFC exhiben propiedades versatiles y aplicaciones amplias
debido a la facilidad de crear redes porosas con areas superficiales altas (Ramakrishna, Fujihara,
Teo, Yong, & Ramaseshan, 2006) y se caracterizan por su excelente resistencia mecanica,
estabilidad dimensional, estabilidad térmica y buenas propiedades Opticas, ademas de su
renovabilidad y su capacidad para formar fuertes redes mediante puentes de hidrégeno (Caipo,
2012; Zhai et al., 2017). Cuando las NFC se extraen de fibras vegetales, es necesario realizar un
tratamiento previo de deslignificacion al material crudo que permita eliminar compuestos no
celulésicos como la lignina y la hemicelulosa; de esta forma la celulosa es accesible para posterior
extraccion de nanocelulosa (Costa, Junior, José Edvan Marques, & Rocha, 2013).

Existen diversos pretratamientos que permiten la desliginificacion, entre los que se encuentran
los mecénicos y térmicos (explosion con vapor y agua caliente), los que emplean liquidos idnicos,
los bioldgicos (hongos y bacterias deslignificadoras) y quimicos (acidos, bases, de oxidacion y
combinaciones de estos) (Rojas, 2011). Entre estos Gltimos existe un método que involucra el uso
de peréxido de hidrégeno en medio alcalino, el cual resulta ser una alternativa interesante en
comparacion con otros métodos que usan, por ejemplo, especies cloradas y generan compuestos
altamente toxicos, ya que durante el tratamiento no se generan subproductos toxicos, ademas de
ser eficiente y de bajo costo (Sun, Fang, & Tomkinson, 2000). Durante este proceso la ligninay la

hemicelulosa se solubilizan y eliminan de la capa exterior de las fibras, permitiendo acceso directo




FUNCIONALIZACION DE NANOCELULOSA EXTRAIDA | 32

a la celulosa (Forero, 1993). La Figura 4 ilustra los cambios morfoldgicos del material

lignocelul6sico cuando se somete a un proceso de deslignificacion.

Celulosa / ‘
Deslignificacion
Lignina — >

Hemicelulosa

Figura 4. Cambios morfologicos del material lignocelulésico antes y después de la

deslignificacion. Adaptado de Forero et al. (Forero, 1993).

Una vez deslignificadas, las fibras vegetales pueden utilizarse para la extraccion de las NFC.
Uno de los tratamientos quimicos mas empleados para el aislamiento de NFC es la oxidacion
mediada por el radical 2,2,6,6-tetrametil-piperidina-1-oxilo (TEMPQO) combinado con un
tratamiento de desintegracién mecanica. El radical TEMPO se encarga de oxidar el alcohol
primario del C6 de la celulosa hasta &cido carboxilico. En el proceso se emplea hipoclorito de
sodio como agente oxidante primario y bromuro de sodio como catalizador adicional a pH basico
(10.5); la reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente. La oxidacion TEMPO ocurre sélo en la
superficie de la celulosa, generalmente sin afectar significativamente su cristalinidad, el nivel de
oxidacion esta determinado principalmente por la cantidad de hipoclorito de sodio adicionado

(Caipo, 2012; Isogai, Saito, & Fukuzumi, 2011; Kalia, Boufi, Celli, & Kango, 2014; Saito &
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Isogai, 2004; Saito, Kimura, Nishiyama, & Isogai, 2007; Saito, Nishiyama, Putaux, Vignon, &
Isogai, 2006). La reaccion TEMPO puede asistirse con ultrasonido, para obtener rendimientos de
oxidacion hasta del 100% de la superficie de la celulosa (Mishra, Manent, Chabot, & Daneault,
2012). La radiacién ultrasénica estd compuesta de ondas sonoras (mecanicas) que se transmiten
en el liquido y generan ciclos alternos de alta presion (compresion) y baja presion (expansion) que
viajan a través de un medio con velocidades dependientes de la frecuencia. Los ciclos de
compresion ejercen presiones positivas, atrayendo y juntando las moléculas del medio; mientras
que los ciclos de expansién, ejercen presiones negativas, separando las moléculas. En las regiones
de expansion cuando la amplitud de la presion es mayor a la resistencia de traccion del liquido, se
crean cavidades llenas de vapor denominadas burbujas de cavitacion, las cuales ya no pueden
absorber mas energia y colapsan durante un ciclo de alta presion. Este fendmeno de formacién
(nucleacion) de burbujas, crecimiento (expansion) e implosion se llama cavitacion (Rubio, 2016).
Las altas energias generadas en el proceso permiten romper los enlaces interfibrilares entre las
moléculas de celulosa, desintegrando finalmente las fibras en NFC (Rohaizu & Wanrosli, 2017).

Luego del tratamiento de oxidacion mediado por TEMPO vy la desintegracion mecénica con
ultrasonido, se producen NFC con altos contenidos de grupos carboxilato (COO'Na®) en la
superficie. Los grupos COO™ pueden coordinar centros metalicos (e.g. metales de transicién) como
ligandos monodentados, bidentados o quelatos (Balboa, 2007), para formar complejos metal-
carboxilato que pueden inducir la formacion de soluciones, peliculas, aerogeles e hidrogeles segun
la metodologia sintética empleada (Dong, Snyder, Tran, et al., 2013; Dong, Snyder, Williams, &
Andzelm, 2013).

Los hidrogeles son redes tridimensionales poliméricas caracterizadas por su gran capacidad de

absorcion de agua o fluidos bioldgicos. Su naturaleza hidrofila se debe a la presencia de grupos



FUNCIONALIZACION DE NANOCELULOSA EXTRAIDA | 34

hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), amida (-CONH>) o sulfénico (-SOzH) en la superficie de
cadenas poliméricas. Estos materiales estan constituidos por homopolimeros o copolimeros que se
entrelazan por interacciones quimicas (enlaces covalentes), fisicas o reversibles (interacciones
hidréfobas, condensacion de cargas, enlaces de hidrégeno, estéreo-acomplejamientos o quimica
supramolecular); los hidrogeles pueden ser naturales o sintéticos (Calé & Khutoryanskiy, 2015;
Lencina, 2013; Soto & Oliva, 2012). Los hidrogeles basados en NFC se caracterizan por su alta
porosidad, area superficial, biocompatibilidad, biodegradabilidad y durabilidad, lo que les confiere
un gran potencial de aplicacion en diversas ramas como agricultura, catélisis, electronica,
biodeteccidon, remediacion ambiental y biomedicina; en esta Ultima area estan siendo usados para
ingenieria de tejidos, lentes de contacto, sistemas de administracion de farmacos, apdsitos para
heridas y productos de higiene, entre otros (Cal6 & Khutoryanskiy, 2015; Soto & Oliva, 2012;
Thoniyot, Tan, Karim, Young, & Loh, 2015; Zander, Dong, Steele, & Grant, 2014).
Técnicamente el término nanomateriales hace referencia a materiales que presentan una escala
especifica de 10° m en por lo menos una de sus dimensiones; los nanomateriales tienen
propiedades fisicoquimicas diferentes a las del material a escala macro (Linkov et al., 2011).
Existen dos tipos de metodologias para la creacién de nanomateriales como se muestra en la Figura
5: sintesis “de abajo arriba” -o técnicas ascendentes “bottom-up” - que consisten en el ensamblaje
de atomos y moléculas individuales para generar nanoestructuras de mayor tamafo; y sintesis “de
arriba abajo” - o técnicas descendentes “top-down” - que consisten en descomponer grandes piezas
de material para generar nanoestructuras (De Lamo Santamaria, 2015) mediante tratamientos
mecanicos (procesos de molienda, homogenizacion, cryocrushing y electrospinning), biolégicos
(hidrolisis enzimatica), quimicos (oxidacion mediada por TEMPO, hidrolisis &cida,

carboximetilacion y acetilacion) (Jaimes, 2015).
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Figura 5. Técnicas de sintesis de nanomateriales. Adaptado de De Lamo Santamaria et al. (De

Lamo Santamaria, 2015).

Las nanoparticulas son uno de los bloques de construccion de la nanotecnologia, que se
caracterizan por presentar dimensiones debajo de los 100 nm, es decir, tamafios que exhiben una
relacion superficie/volumen muy elevada y por consiguiente presentan una mayor proporcién de
atomos en la superficie comparados con los que se encuentran en el interior. Las propiedades de
los materiales a escalas macroscopicas son fijas para un mismo tipo de material; sin embargo, a
escalas nanoscépicas, sus propiedades varian con su tamafio y su forma, afectando
significativamente su comportamiento fisico, dptico, quimico y mecénico (Cornejo, 2015).

Las nanoparticulas metalicas son investigadas con gran interés, siendo los metales nobles (oro,
plata, platino, paladio) los mas estudiados debido a su resistencia a la corrosion y oxidacién cuando
se exponen a ambientes reactivos; estos materiales ademas exhiben excelentes propiedades
bioldgicas, quimicas y fisicas (Diaz, 2012). La plata, por ejemplo, es el metal mas maleable y
ductil encontrado en la corteza terrestre. Cuenta con la caracteristica de ser el metal con mayor

reflexion Optica, de ahi su atractivo brillo y resplandor (Morones, 2010). Este metal precioso se



FUNCIONALIZACION DE NANOCELULOSA EXTRAIDA | 36

caracteriza por ser el de mas alta conductividad térmica y eléctrica; no se oxida facilmente pero su
superficie se ennegrece por impurezas de sulfuros. En el campo medicinal, la plata se ha usado
desde muchos siglos atrds contra una gran variedad de microorganismos como hongos, bacterias
y virus, sin provocar efectos adversos en las personas. Es por esto que las nanoparticulas de plata
(AgNPs) se usan como bactericidas, debido a que su alta relacién superficie/volumen les
proporciona una elevada actividad quimica. Estas nanoparticulas también se usan en la fabricacion
de textiles con propiedades antimicrobianas para reducir la proliferacion de hongos y bacterias en
la ropa, con lo cual se eliminan olores desagradables; asi mismo, se emplean en la fabricacién de
electrodomésticos para hospitales y centros de salud (Takeuchi, 2004).

Generalmente las nanoparticulas se sintetizan por técnicas “bottom-up”, mediante métodos
fisicos, bioldgicos o quimicos, debido a su facilidad, rapidez y calidad en las nanoestructuras. En
el caso de los métodos quimicos pueden emplearse técnicas electroquimicas, fotoquimicas o de
reduccion quimica, siendo este ultimo el mas empleado en el caso de AgNPs, ya que se obtienen
dispersiones coloidales estables con formas y tamafios controlados (C. Flores, 2014). En este tipo
de sintesis generalmente se usa una sal precursora del metal (Mulfinger et al., 2007), un agente
reductor en fase acuosa u organica y un agente estabilizante que logre el control del tamafio y la

aglomeracion de estas (Evanoff & Chumanov, 2005).

2.4 Bionanocompositos

Para la obtencion de materiales avanzados y la generacion de nuevas aplicaciones, se han venido

estudiando materiales hibridos como los bionanocompositos, producidos por la combinacion entre

polimeros naturales y materiales organicos e inorganicos nanoestructurados. Dentro de las ventajas
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que presentan los bionanocompositos se destaca su biodegradabilidad, biocompatibilidad,
sostenibilidad y renovabilidad (Gonzélez del Campo, 2017), ademas de funcionalidad en
aplicaciones en diferentes campos como catalisis, nanomedicina, remediacion ambiental y
electrdnica entre otros (Thoniyot et al., 2015). En la Figura 6 se observa un esquema general que

describe la formacion de un bionanocomposito.

Polimeros naturales derivados de:

Quitosano
Gelatina

Acido hialurénico
Colageno Solidos
Goma acacia
Dextrano
Celulosa

—— Material organico =p  Material inorganico —

Metalicos
Oxidos

’ Material Hibrido ‘

Sostenibles Renovables

Biocompatibles Biodegradables

Funcionales

Materiales nanoestructurados
(Nanofibras-Nanoparticulas)

Figura 6. Formacion de un bionanocomposito. Adaptado de Biondi et al. (Biondi, Borzacchiello,
Mayol, & Ambrosio, 2015)

Tomando como base los tipos de interacciones fisicas y/o quimicas que definen las interfaces

en los materiales hibridos (compuestos), se pueden clasificar en dos grandes grupos: clase | y clase
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I1. En los materiales hibridos clase | la conexidn entre las diferentes unidades estructurales se
realiza a través de uniones débiles como enlaces de Van der Waals, enlaces por puente de
hidrégeno o interacciones electrostaticas. En los materiales clase Il se producen interacciones
fuertes de més alta energia como enlaces covalentes (M. Garcia, 2012).

Dentro de los posibles materiales hibridos organico-inorganico se encuentran los
nanocompuestos de hidrogeles (NCHs), que involucran diversos nanomateriales basados en
carbono (celulosa, proteinas, carbohidratos complejos) con nanoparticulas de ceramica,
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas de metal u 60xido de metal. Cuando se usan
nanoparticulas metélicas, como las AgNPs, se pueden generar NCHSs con actividad antimicrobiana,
pues las AgNPs interactian no-especificamente con las membranas bacterianas induciendo a
cambios estructurales que terminan en apoptosis celular (Biondi et al., 2015).

Existen cinco enfoques reportados para la obtencion de distribuciones uniformes de
nanoparticulas en hidrogeles segln la aplicacién deseada, como muestra en la Figura 7. Los
enfoques son: 1) Formacion de hidrogel en una suspension de nanoparticulas; 2) incrustacion fisica
de las nanoparticulas en la matriz de hidrogel después de la gelificacion; 3) formacién de
nanoparticulas reactivas dentro de un gel preformado; 4) reticulacién usando nanoparticulas para
formar hidrogeles; 5) formacién de gel usando nanoparticulas, polimeros y moléculas de geladores
distintas (Thoniyot et al., 2015). De esta forma, el enfoque 3) resulta interesante debido a que es
una ruta simple y efectiva para la obtencién en un solo paso de NCHs con NPs generadas in situ a
partir de los precursores correspondientes. Ademas, como ventajas de este enfoque se destaca que
evita la aglomeracion de particulas, manteniendo una buena distribucion en la matriz polimérica

(Guo et al., 2014).
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1) J + \ + 9 Gelacion 'ﬂ-‘

Monémeros  Entrecruzantes Nanoparticulas

2) / & \ Gelacién

Monoémeros Entrecruzantes

3) / + \ + o Gelacion

Monoémeros  Entrecruzantes Precursores de

Conversion
in situ

Nanoparticulas
4) Entrecruzantes via
nanoparticulas
S+ X * O P
Polimeros Polimeros Nanoparticulas
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Figura 7. Enfoques para la elaboracion de NCHs. Adaptado de Thoniyot et al. (Thoniyot et al.,
2015).

3. Antecedentes

El desarrollo de nanomateriales de alto rendimiento creados a partir de fibras naturales, se ha
venido incrementando debido a sus innumerables ventajas. Por ejemplo, Pickering y colaboradores
sefialan la baja densidad, alta biodegradabilidad, resistencia especifica, rigidez, renovabilidad, bajo
costo, procesos de fabricacion de bajo riesgo y poca energia como ventajas principales de las fibras
naturales; ademas resaltan que en su biosintesis se absorbe CO; y se libera oxigeno al medio

ambiente (Pickering et al., 2016). Varios estudios reportan el uso de fibras naturales en la industria
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automotriz (Ticoalu et al., 2010), en el campo de la ingenieria en infraestructura, sector agricola,
industria textil, deportiva, aeroespacial, nautica y electronica (Praveenkumara J, Sunder Raj N,
Chandan H R, Srivathsa Marathe, 2018; Sanjay, Arpitha, Naik, Gopalakrishna, & Yogesha, 2016).

Con el animo de reducir la contaminacion ambiental, evitar pérdidas econémicas y evitar el
desaprovechamiento de subproductos generados en la produccion de fibras naturales,
generalmente se les da a los residuos de estos procesos un valor agregado. Amigo y colaboradores
usaron residuos de fibras vegetales como refuerzo de pléasticos industriales (Amigo, V., Salvador,
M.D., Sahuquillo, O., Llorens, R., Marti, 2008). Otros estudios mostraron que los subproductos y
residuos provenientes de diferentes agroindustrias presentaban cantidades significativas de
celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina para la produccion de diversas enzimas. También
reportaron que los residuos de pifia y tallos de cafia de azucar fueron aprovechados por una cepa
Gluconacetobacter swingsii para la produccién de celulosa como materia prima en la industria
quimica (Saval, 2012).

Existen varios reportes bibliograficos acerca de los tratamientos (mecanicos, quimicos o fisicos)
previos al uso de fibras naturales para la extraccion de celulosa (Li, Tabil, & Panigrahi, 2007). Por
un lado, se ha demostrado que procesos tales como la autohidrolisis y explosion de vapor requieren
un alto gasto de energia (John M. Gould, 1989). Por otro lado, en los blanqueamientos que emplean
cloro molecular, se generan compuestos organoclorados altamente tdxicos (Aguilar, 2011; Ouchi,
2008). En consecuencia, Sun y colaboradores propusieron un pretratamiento con peréxido de
hidrogeno alcalino que fuera mas amigable con el medio ambiente (Sun et al., 2000). Evaluando
la efectividad de este tratamiento, Costa y colaboradores reportaron un aumento significativo en
el contenido de celulosa y la eliminacion de compuestos no celulésicos en el bagazo de anacardo

(Costaetal., 2013). Li y colaboradores realizaron un pretratamiento alcalino con NaOH a diversas
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concentraciones, en el cual se alteraron los enlaces de hidrdgeno en la estructura de red para
aumentar la rugosidad y la cantidad de la celulosa expuesta en la superficie de las fibras al eliminar
ciertas cantidades de cera, aceites, hemicelulosa y lignina que cubrian la superficie externa de la
pared celular de las fibras. Cabe resaltar que a altas concentraciones de NaOH resultaron en una
deslignificacion excesiva de la fibra, lo cual afectd negativamente sus propiedades mecanicas (Li
et al., 2007).

Con respecto a la produccion de nanofibras de celulosa se han implementado diversos
tratamientos para su aislamiento. Dentro de los procesos mas eficientes se encuentra el tratamiento
quimico de oxidacion con radical TEMPO y NaBr, ademas del oxidante primario NaClO, como se
ha reportado ampliamente (Isogai et al., 2011; Kalia et al., 2014; Saito & Isogai, 2004; Saito et al.,
2007, 2006). El tratamiento se realiza con el objetivo de efectuar una oxidacion al alcohol primario
de la unidad mondmerica de anhidroglucosa hasta generar &cidos carboxilicos que, convertidos a
carboxilatos de sodio durante la reaccion, constituyen plantillas para realizar diversas
funcionalizaciones. Por ejemplo, Shinsuke y colaboradores en 2009 prepararon nanoparticulas de
plata sobre nanofibras de celulosa bacteriana (BC). Las nanofibras de celulosa se obtuvieron
mediante oxidacion TEMPO. Dentro de las ventajas de esta oxidacion destacaron la no
modificacion de la cristalinidad ni del tamafio del cristal de las nanofibras de BC durante su
obtencion. Ademas, resaltaron que los grupos carboxilato sirven de compuestos huésped para la
introduccion de iones metalicos por medio de reacciones de intercambio iénico (Ifuku, Tsuiji,
Morimoto, Saimoto, & Yano, 2009). En el afio 2014 Eman y colaboradores produjeron fibras
coloreadas de celulosa a base de viscosa con excelentes propiedades antibacterianas al incorporar
AgNPs en la matriz de viscosa. Destacaron que la formacion de AgNPs se dio por el efecto reductor

de la celulosa, la cual también sirvié de agente estabilizante (Emam et al., 2014).
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Por otra parte, en el afio 2013 Dong y colaboradores describieron la formacion de hidrogeles,
aerogeles y peliculas de celulosa nanofibrilada funcionalizadas con nanoparticulas de plata.
Iniciaron con un proceso de oxidacion mediado por TEMPO a la pulpa de madera. Los grupos
carboxilato generados se usaron para formar complejos de metal-carboxilato luego de la adicion
de una sal de plata. En este estudio se reveld por primera vez la gelificacion de las nanofibras de
celulosa luego de ser activada por iones monovalentes de transicion. En cuanto a la formacion de
nanoparticulas de plata, se destacé la capacidad reductora de los grupos hidroxilo presentes en las
NFC (Dong, Snyder, Tran, et al., 2013).

En el GIFTEX y CEIAM de la UIS, se han realizado estudios sobre el aprovechamiento de
residuos lignocelulésicos derivados del fique para la extraccién de nanocelulosa y su uso en
diversas aplicaciones. En 2012 se demostro que las fibras de fique sirven de matriz efectiva para
la sintesis in situ de AgNPs y nanoparticulas de 6xido de cobre (CuONPS) debido al alto contenido
celulésico de las fibras y de atomos de oxigeno en la celulosa, que favorecen la formacién y
estabilizacion de nanoparticulas (NPs) (Ovalle, 2012). También se demostré que las fibras de fique
modificadas con NPs presentan propiedades mecanicas mejoradas en términos de resistencia a la
tension, porcentaje de elongacion a la fractura y médulo de elasticidad comparadas con las fibras
de fique sin modificar (Ovalle, 2012).

Otros estudios de interés realizados en 2015 en estos grupos de investigacion estan relacionados
con la extraccion y blanqueamiento de subproductos de fique (estopa y bagazo) para la obtencion
de nanofibras de celulosa mediante hidrolisis con é&cido sulfarico (C. P. Garcia, 2015).
Adicionalmente, en este mismo afio se realizo la sintesis de un biocomposito compuesto tanto de
microfibrillas de celulosa extraidas de bagazo y estopa de fique como de nanoparticulas de 6xido

de Zinc (ZnO NPs). La extraccion de las microfibras se llevo a cabo por una oxidacion TEMPO y
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la sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc se realizé in situ (Jaimes, 2015). En el afio 2017, se
realiz6 una comparacion entre las fibras y los subproductos de fique como la estopa y el bagazo.
Se reportaron diferencias significativas entre los tipos y contenidos de celulosa, hemicelulosa y
lignina, al comparar las fibras con el bagazo y caracterisiticas similares al comparar las fibras con
la estopa. Ademas, se destacd que el tratamiento alcalino con perdxido de hidrogeno elimind
eficazmente compuestos no celulésicos como la lignina y la hemicelulosa (Ovalle-Serrano,
Blanco-Tirado, et al., 2018). Por su parte en el afio 2018, se extrajeron nanofibrillas de celulosa de
la estopa de fique a través de una oxidacion mediada por TEMPO asistida con ultrasonido, seguido
de una desintegracion mecénica con sonicacion. Se hicieron comparaciones entre la estopa cruda
y deslignificada; ademéas se mostr6 la influencia que presenta el ultrasonido en el proceso de

oxidacion. (Ovalle-Serrano, Gomez, Blanco-Tirado, & Combariza, 2018).

4. Metodologia

Inicialmente se realizé un pre-tratamiento de la estopa de fique para la eliminacion de carbonatos
y oxalatos de calcio, asi como algunos restos del jugo de fique, segun lo reportado por Ovalle et
al., (Ovalle-Serrano, Blanco-Tirado, et al., 2018). Posteriormente, se deslignificd y blanqueo la
estopa utilizando el método del peréxido de hidrégeno alcalino. Luego, mediante oxidacion
TEMPO vy desintegracion mecénica, se realizd la extraccion de nanofibras de celulosa. A
continuacion, se llevé a cabo la sintesis in situ de las AgNPs, sobre las nanofibras de celulosa,

obteniendo bionanocompositos funcionales en forma de hidrogeles. Finalmente, todos los
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productos obtenidos se caracterizaron por técnicas espectroscopicas, microscopicas Yy

calorimétricas. En la Figura 8 se muestra un diagrama de la metodologia general.

Sintesis del

Limpieza y pre-tratamiento de la estopa de

Deslignificacion de la estopa de fique

Extraccion de nanofibras de celulosa por oxidacion
TEMPO y desintegracion mecéanica

Caracterizacion

Sintesis in situ de AgNPs y obtencién del
bionanocomposito (hidrogel)

Figura 8. Metodologia general del proyecto.

4.1 Materiales y reactivos

La estopa de fique (Furcraea macrophylla) fue adquirida en el area rural de San Joaquin,
Santander, Colombia. El hipoclorito de sodio (NaCIO, 15% CI) se obtuvo de Carlo Erba Reagents
(Milan, Italia). El 2,2,6,6-tetralmetil-piperidin-1-oxilo (TEMPO, 98%) fue obtenido de Sigma
Aldrich (Saint Louis, MO, EE.UU.). El bromuro de sodio (NaBr), hidroxido de sodio (NaOH),
perdéxido de hidrégeno (H20>), el acido clorhidrico (HCI, 37%), nitrato de plata (AgNQO3) y etanol
fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania). Todos los reactivos quimicos se usaron sin
purificacion adicional. Los experimentos se realizaron con agua desionizada (18 MQ-cm @ 25

°C).
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4.2 Métodos

4.2.1 Limpieza y pretratamiento de la estopa de fique La estopa de fique se separ0
manualmente del bagazo con un cepillo metalico. Posteriormente, se someti6 a un lavado con agua
desionizada en un bafio de ultrasonido (Branson Ultrasonics, 40 kHz, 130 W) durante 120 minutos
a temperatura ambiente, seguido de un secado a 60 °C durante 24 horas. El procedimiento se

muestra en la Figura 9.

aE—"LA
s = "
.
— s |
i .
Estopa cruda Estopa peinada Lavado Secado
120 minutos 60 °C 24 h.

Figura 9. Procedimiento limpieza y pretratamiento de la estopa de figue.

4.2.2 Deslignificacion y blanqueamiento de la estopa de fique Obtenida la estopa limpia y
seca, se procedié a realizar la metodologia adaptada y reportada de Ovalle et al. (Ovalle-Serrano,
Blanco-Tirado, et al., 2018) para su delignificacion. Se tomaron 24 g de estopa de fique y se
sumergieron en una solucion de H20- al 10% p/p ajustando el pH a 11.5 mediante la adicion de
una solucion de NaOH. La mezcla se colocoé en el bafio de ultrasonido durante 120 minutos a 70
°C. Luego, se filtro el producto y se colocd nuevamente en el bafio de ultrasonido durante 15
minutos con agua desionizada. Finalmente, se saco del ultrasonido, se lavo con abundante agua
desionizada, se seco a 60 °C durante 24 horas y se almacené para posteriores ensayos y analisis.

El procedimiento se resume en la Figura 10.
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R |

Estopa limpia

Solucion de H,0, al 10% Reaccién 120 minutos Secado
60 °C 24 h.

Figura 10. Procedimiento de la deslignificacion y blanqueamiento de la estopa de fique

4.2.3 Extraccién de nanofibras de celulosa por oxidacion TEMPO y desintegracion
mecéanica Las nanofibras de celulosa fueron obtenidas a partir de la estopa de fique deslignificada,
mediante una reaccion de oxidacion con TEMPO y tratamiento mecénico. Inicialmente, se pesaron
5 g de estopa deslignificada y se sumergieron en 300 mL de agua desionizada. A esta mezcla se
agregaron 500 mg de NaBr y 80 mg de TEMPO y se inici0 la reaccion adicionando gota a gota
una solucion de NaClO al 15% correspondiente a 0.2467 mol de NaCIlO. El pH de la mezcla se
ajustd a 10 con una solucion 1 M de HCI. Posteriormente, la mezcla de reaccion se dispuso en un
bafio de ultrasonido (Branson Ultrasonics, 40 kHz, 130 W) y el pH de la mezcla se mantuvo a 10.5
con una solucién 0.5 M de NaOH. La reaccidn finaliz6 aproximadamente en 120 minutos luego
de la estabilizacion del pH y la adicién de 26 mL de etanol. La mezcla obtenida se centrifugé a
4700 rpm durante 15 minutos con agua desionizada hasta pH neutro para eliminar reactivos sin
reaccionar (sobrenadante). El pellet resultante se Ilevd a 300 mL con agua desionizada y se sonico
con una sonda (Sonics vibra-cell VC750, 20 kHz, 750 W, amplitud 40%) durante 10 minutos con
pulsos de 1:1 a temperatura ambiente para la obtencion de nanofibras individuales. Seguidamente,
la suspension (nanofibras de celulosa oxidadas con Tempo, TOCN) se centrifugd a 4700 rpm

durante 20 minutos para la eliminacion de celulosa no fibrilada. Finalmente, se almacené la
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suspension a 4 °C para su posterior tratamiento y anélisis (Ovalle-Serrano, Gomez, et al., 2018).

El procedimiento se ilustra en la Figura 11.

Estopablanqueadaen  Adicion gota agota 120 minutos de reaccion Centrifugacion 4700 rpm Sonicacion
300 mL de agua de NaClO 0.2467 Control pH a 10.5 con Lavados 10 minutos pulsos 1:1
deionizada mol al 15% NaOH

Figura 11. Procedimiento de oxidacion mediado por TEMPO.

4.2.4 Sintesis de nanoparticulas de plata La obtencion de bionanocompositos mediante la
sintesis de AgNPs en suspensiones de NFC (Ag-NFC) para la formacion de hidrogeles funcionales,
se realiz6 mediante una adaptacion del método reportado por Dong et al. (Dong, Snyder, Tran, et
al., 2013). Inicialmente, se midieron 10 mL de la suspensién de TOCN al 0.8% (previamente
desgasificada) en tubos de ensayo y se agregd 5 mL de agua desionizada sobre la suspension de
TOCN para evitar el contacto directo de la solucion de AgNOs con la nanocelulosa. Se prepararon
soluciones de AgNOs en determinadas concentraciones estableciendo relaciones molares
COOH:AgNOs de 1:1, 1:2 y 1:3 y se adicionaron 5 mL de solucién de AgNOs gota a gota por las
paredes laterales del recipiente, sin agitacién. Cabe anotar que las concentraciones de AgNO3
fueron calculadas para un volumen de 10 mL que corresponde a los 5 mL agregados de la solucién
de AgNOscon los 5 mL de agua previamente agregados. De esta forma, se obtienen volimenes
iguales tanto para la suspension de nanocelulosa (10 mL), como para la solucion de AgNOs (10
mL), con el fin de garantizar una formacién uniforme y completa de nanoparticulas de plata sobre

la nanocelulosa.
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El procedimiento descrito anteriormente se realizé a 60 °C (bafio de maria en aceite mineral) y
a temperatura ambiente, con tiempos de reaccion de 28 h y 8 dias, respectivamente. El
procedimiento llevado a cabo se muestra en la Figura 12. La variacion de los parametros: relacion

molar COOH:AgNOs y temperatura, se resume en la Tabla 4.

Metodologia I
60 °C 28 h

Suspension de TOCN Adicion gota a gota de
10 mL AgNO, |

Metodologia IT
8 dias

Figura 12. Procedimiento sintesis de hidrogeles.

Tabla 4.
Condiciones experimentales para la sintesis de nanoparticulas de plata sobre la suspensién de
TOCN.

Experimento Relacion molar Formacion del Temperatura
COOH:AgNOs hidrogel
11
1:2 28 horas 60 °C
1:3
11
1:2 8 dias Ambiente
1:3

o o1 A WD
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4.25 Purificacion del bionanocomposito Los hidrogeles obtenidos fueron colocados en agua
desionizada durante 48 h, con el fin de remover el AgNO3z que no reaccion6. En el transcurso de
este periodo se cambid el agua 4 veces para remover los iones metalicos desacoplados,
metodologia adaptada de Gutarra et al. (Gutarra, Rueda, & Corzo, 2017). Adicionalmente, con el
fin de comprobar la ausencia de iones Ag* en las aguas de lavado, se realizé una prueba cualitativa
con NaCl que consistio en adicionar unas gotas de una solucion de NaCl al agua obtenida en los
lavados hasta no presenciar precipitado blanco, el cual corresponde a la formacion de AgCl,
indicando la ausencia de iones de plata en la solucién. Finalmente, el producto purificado se

almacend para su respectiva caracterizacion. En la Figura 13 se muestra el procedimiento.

Figura 13. a) Purificacion de los hidrogeles. b) Prueba NaCl.

4.3 Caracterizacion

4.3.1 Titulacion conductimétrica EI contenido de carboxilato en la estopa limpia, blanqueda,
suspension de TOCN e hidrogel Ag-NFC, se determiné por valoracion conductimétrica. 50 mg de
muestra se suspendid en una solucion 0.01 M de HCI hasta pH 2 y la mezcla se agit6 durante 10
minutos para asegurar la protonacion de los grupos carboxilato. Seguidamente la solucion se titul6

con NaOH 0.01 M y se registrd la variacion en la conductividad, usando un conductimetro marca
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Orio4STAR Thermo Scientific. Esta valoracion permitio calcular el grado de oxidacion (DO) en
la superficie de cada muestra y la cantidad del contenido de carboxilato, conocido también como

densidad de carga superficial (c), mediante las ecuaciones 1y 2.

DO— 162XCX(V2_V1)
" m-—36xcx(V,—V,)

ey

cx (Vo —Vy)
o=——~
m

(2)

Donde:

¢ = concentracion de NaOH (mol/L)

V, y V, = cantidad de NaOH (L)

m = masa de la muestra (g)

36 = corresponde a la diferencia entre el peso molecular de una unidad de anidroglucosa (162

g/mol) y la sal de sodio de un resto de acido glucurénico (198 g/mol). Las mediciones se realizaron

por triplicado para cada muestra.

4.3.2 Espectroscopia ultravioelta visible (UV-VIS) La longitud de onda caracteristica del
plasmon superficial de las nanoparticulas de plata del hidrogel Ag-NFC se determin6é mediante un
espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific Genesys 10S, a través de un barrido de 250 a 900
nm, con velocidad de escaneo media. El blanco del método tomado como referencia fue agua
desionizada. Para el analisis, se cort6 una rodaja delgada (~1 mm) del hidrogel y se coloco en una

celda de cuarzo con agua desionizada.
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4.3.3 Dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial Z La estimacion de la distribucion de
tamario y la estabilidad (potencial zeta) de la suspension de TOCN y de los hidrogeles de NFC-Ag
se determiné por dispersion de luz en modo dindmico (DLS) con un equipo Mastersizer 2000
Malvern (UK), el cual consta de una fuente de luz laser de HeNe (A=632,8 nm). Las soluciones se
prepararon al 0.1%, se sonicaron y se depositaron en celdas desechables de poliestireno tipo
DTS0012 (distribucién de tamafio) y celdas desechables de policarbonato transparente tipo
DTS1060/1061 (potencial zeta). Para cada muestra se estimaron algunos parametros como la

absorbancia a la longitud del laser y el indice de refraccion.

4.3.4 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier de Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR) Los espectros FT-IR se obtuvieron del Espectrometro Infrarrojo por
Transformada de Fourier, modelo Tensor 27, Bruker, mediante el software “OPUS”. Se realiz6
un barrido de 4000 a 400 cm™, 32 scan, velocidad 2.2 kHz y resolucién 2 cm™. Las muestras
liofilizadas fueron colocadas directamente sobre una celda ATR modelo Platinum, Bruker con

cristal de diamante.

4.3.5 Microscopia electronica de barrido (SEM) El anélisis morfoldgico se realiz6 con el
Microscopio Electronico QUANTA FEG 650 (FEI) en modo de alto vacio con un voltaje de
aceleracion de 15 kV y equipado con un detector de electrones secundarios, Everhart Thornley
Detector (ETD) y retro dispersados, Back Scattered Electron Detector (BSED). Las muestras
liofilizadas se colocaron sobre stubs metalicos con cinta adhesiva de carbéon y fueron recubiertas
con una pelicula fina de oro en el equipo Quorum 150ES. El analisis elemental EDS (Energy-

Dispersive Spectroscopy) se realizé usando el detector EDAX APOLO X con una resolucion de
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126.1 eV (en. Mn Ka). La informacion semi-cuantitativa de los elementos quimicos se efectud con

el Software EDX Genesis.

4.3.6 Difraccion de Rayos X (DRX) Para el analisis de difraccién de rayos X se utilizd un
difractometro de polvo marca Bruker modelo D8 DISCOVER con Geometria DaVinci, fuente de
radiacion CuKal (40 kV and 40 mA) y un detector de area VANTEC-500. Las muestras se
depositaron sobre un portamuestra de polimetilmetracrilato (PMMA) con centro de silicio,
mediante la técnica de llenado frontal. Las condiciones que se usaron en la toma de datos fueron:
voltaje 40 kV, corriente 40 mA, micro rendija de divergencia 1 mm, colimador 1 mm, rango de
medicion 25-45° 2Theta en dos intervalos, incremento de intervalo 20° 2Theta, detector
bidimensional (Vantec-500), tipo de barrido a pasos y tiempo de medicion 720 segundos. El
calculo de la cristalinidad para cada una de las muestras se determind mediante la ecuacion 3

(Segal, Creely, Martin, & Conrad, 1959).

Ipoz-1
Crl = 22 2% % 100 (3)
I002

Donde:

Iyo2= €s la intensidad del pico cristalino en el maximo 2Theta entre 22° y 23° para celulosa |
(entre 18°y 22° para celulosa I1).

I,»= es la intensidad de la parte amorfa en el minimo a 2Theta entre 18° y 19° para celulosa |

(entre 13° y 15° para celulosa I11).
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4.3.7 Andlisis termogravimétrico (TGA) Los andlisis termogravimétricos fueron realizados
en un equipo Discovery TGA 1-0207. Las muestras se pesaron en una termobalanza y se
dispusieron sobre el crisol. Las condiciones establecidas fueron:

- Para la estopa limpia, deslignificada y suspensién de TOCN se realiz6 un barrido de
temperatura de 30 a 600 °C a una velocidad de 5 °C/min con un flujo de 250 mL/min de
nitrégeno. El crisol usado para estas muestras fue de Pt/Rh.

- Para la suspension de TOCN modificada con AgNPs se realizé un barrido de temperatura
de 32 a2 1000 °C a una velocidad de 15 °C/min con un flujo de 250 mL/min de nitr6geno. El
crisol usado para estas muestras fue de Al2Os.

Las curvas obtenidas, se analizaron mediante el software Netzsch Proteus-Thermal Analysis

6.1.0.

4.3.8 Prueba de Fehling Para el analisis de azUcares reductores se uso el reactivo de Fehling,
el cual consta de la mezcla en volimenes iguales de 2 soluciones Ay B.

- Solucidén A: Sulfato de cobre en agua destilada (color azul).

- Solucién B: Tartrato de sodio y potasio alcalinizado con hidréxido de sodio (incolora).

Se tomd 0.1 g de suspension de TOCN liofilizado y en solucion (13 mL) y se agregaron 2 mL
del reactivo de Fehling en un tubo de ensayo. Se calent6 a bafio maria hasta que hirviera y se dejo
por tres minutos. La prueba indica positiva si se obtiene un precipitado de color rojo ladrillo
equivalente al 6xido cuproso o una coloracion verde indicando que se ha agregado un exceso de

este (Lozano, L; Romero, A; Urbina, 2013).
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5. Resultados y discusion

5.1 Limpieza y deslignificacion de la estopa de fique

En la Figura 14a se muestra la estopa cruda. El cepillado permitié la eliminacion de algunas
impurezas como restos vegetales presentes en la superficie de la estopa cruda y, a su vez, facilito
el manejo de las fibras. Por su parte, el pretratamiento con el ultrasonido permitio la eliminacion
de compuestos como carbonatos y oxalatos de calcio, y residuos del jugo de fique (Figura 14b)
(Ovalle-Serrano, Blanco-Tirado, et al., 2018). Luego del tratamiento de deslignificacion, se puede
apreciar en la Figura 14c que la estopa cambié de coloracién, pasando de un color crema en la
estopa cruda, a un blanco en la estopa deslignificada, indicando una eliminacién significativa de

hemicelulosa y lignina en la superficie de las fibras (Selig, Vinzant, Himmel, & Decker, 2009).

Figura 14. Estopa de fique. a) Cruda. b) Limpia. ¢) Deslignificada

El proceso de deslignificacion con perdxido de hidrogeno, inicia con la formacion del anion

hidroperoxido (HOO") en medio alcalino como se muestra en la Ecuacion 4. Este anion, al ser un
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nucledfilo fuerte, ataca grupos etilénicos y carbonilicos presentes en la lignina, convirtiéndolos en
especies no cromdforas (Sun et al., 2000).
H.O., + OH > HOO + H20 (4)

El anién hidroperdxido reacciona con remanentes de perdxido para formar radicales altamente
reactivos: radical hidroxilo (‘OH) y anion radical superéxido (O2™), como se aprecia en la Ecuacion
5 (Costa et al., 2013), los cuales contribuyen a la despolimerizacion de la lignina atacando sus
cadenas laterales y fragmentando su macroestructura en compuestos de bajo peso molecular (Selig
et al., 2009) generando a su vez productos solubles en agua (Su et al., 2015).

H.0, + HOO > -OH + O>" + H20 (5)

Finalmente, estos radicales reaccionan para formar oxigeno molecular y agua como se muestra
en la Ecuacién 6 (Costa et al., 2013; Sun et al., 2000), lo cual hace de este pretratamiento un
método ambientalmente favorable en los procesos de blanqueado, pues no se generan subproductos
toxicos en la biomasa, como compuestos organicos clorados comunes a otros pretratamientos que
emplea cloro molecular (Ouchi, 2008), ademas de usar condiciones de reaccidn suaves y presentar
porcentajes de eliminacién de compuestos no celuldsicos de hasta un 80%.

OH + 07+ H* > 0; +H:0 (6)

5.2 Obtencion de nanofibras de celulosa a partir de estopa de fique mediante oxidacién con

tempo

Las nanofibras de celulosa se obtuvieron luego de la deslignificacion de la estopa de fique,
mediante un proceso de oxidacion con el reactivo TEMPO en presencia de NaClO y NaBr, seguido

de una homogenizacion por desintegracion mecanica. En la Figura 15a se aprecia la suspension
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de TOCN viscosa y transparente y en la Figura 15b se observa la suspension de TOCN liofilizada

(también conocida como aerogel de celulosa).

Figura 15. Nanocelulosa oxidada por Tempo (TOCN) a) Suspensién b) Liofilizada (aerogel)

La reaccion inicia con la adicion del NaClO, el oxidante primario, a suspensiones acuosas de
celulosa que contienen NaBr y TEMPO. EI NaClO oxida el NaBr a hipobromito de sodio (NaBrO)
y éste altimo transforma el radical TEMPO al ion nitrosonio el cual es el encargado de oxidar el
hidroxilo primario de la celulosa a aldehido y de ahi a su respectivo &cido carboxilico; sin embargo,
se ha demostrado que no todos los aldehidos se convierten a &cidos carboxilicos (Kato, Matsuo, &
Isogai, 2003; Saito & Isogai, 2004). Debido a que la formacion del acido carboxilico se da durante
la oxidacion, es conveniente adicionar NaOH para mantener el medio de reaccion a pH 10.5. Una
vez terminada la oxidacion, las unidades carboxilicas se convierten en su forma de sal sodica COO"
Na*. El proceso de reaccion se muestra en la Figura 16 (Isogai, Hanninen, Fujisawa, & Saito, 2018;
Kalia et al., 2014). Es importante mencionar que para llevar a cabo la reaccion de oxidacion se
requiere de dos equivalentes molares de NaClO para oxidar un grupo hidroxilo a un grupo
carboxilato. A su vez el nivel de oxidacion adquirido estard determinado principalmente por la

cantidad de hipoclorito de sodio adicionado (Caipo, 2012; Han Yang, 2011).
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Figura 16. Reaccion de oxidacion con TEMPO. Adaptado de Kaila et al. (Kalia et al., 2014).

La repulsién electrostatica de los grupos carboxilato creados sobre las microfibras de celulosa
debilita los puentes de hidrégeno encargados de la cohesién de las microfibras, causando su
desfibrilacion en microfibras individuales (Kalia et al., 2014; Saito et al., 2006). Adicionalmente,
las altas energias generadas en el proceso de desintegracion mecéanica permiten la disrrupcién de
los enlaces interfibrilares entre las moléculas de celulosa, desintegrando finalmente las microfibras

de celulosa en NFC (Rohaizu & Wanrosli, 2017).
5.3 Sintesis de los bionanocompositos

Para la modificacion superficial de la suspension de TOCN con AgNPs se utilizaron los grupos

COO"Na" generados en la superficie de las NFC luego de la oxidacion mediada por TEMPO y los



FUNCIONALIZACION DE NANOCELULOSA EXTRAIDA | 58

grupos hidroxilo prevalentes en las NFC para incorporar especies metalicas de transicion, en este
caso, plata, la cual se convierte espontdneamente a AgNPs por reduccién in situ mediante el uso
de los grupos hidroxilo presentes en la superficie de las NFC y los extremos reductores presentes
en la celulosa (Dong, Snyder, Tran, et al., 2013; Emam et al., 2014). El proceso de formacion del
hidrogel, se da a partir de una gelificacion activada tanto por la adicion gota a gota sin agitacién
de una solucion de nitrato de plata a la suspension de TOCN (Dong, Snyder, Tran, et al., 2013),
como por el cribado de fuerzas de repulsion interfibrilares, derivadas de las cargas de grupos
carboxilato en la superficie de las NFC (Dong, Snyder, Williams, et al., 2013).

Las suspensiones de TOCN presentan un cambio apreciable en color y textura después del
proceso de sintesis de AgNPs, tal como se muestra en las Figuras 17 y 18. Adicionalmente, se
aprecia un aumento en la rigidez de los materiales y una intensificacion del color a medida que se
incrementa la concentracién de AgNOs. Dicha coloracidn indica la presencia de AgNPs sobre las

NFC (Gonzalez, Noguez, Beranek, & Barnard, 2014).

Figura 17. Hidrogeles obtenidos a 60 °C durante 28 h. Relacion molar COOH:AgNQO3. a) 1:1; b)
1:2yc)1:3.
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Figura 18. Hidrogeles obtenidos a temperatura ambiente durante 8 dias. Relacion molar COOH:
AgNO3. a) 1:1; b) 1:2 yc) 1:3.

La estructura y propiedades del hidrogel funcionalizado se le atribuyen a la reticulacion de
enlaces interfibrilares generados a través de los cationes metalicos, ademas de otras fuerzas de
interaccion como enlaces de hidrégeno y de Van der Waals. Por su parte también se forman enlaces
de metal-carboxilato a partir de las cadenas de celulosa, ya sea en la superficie de las mismas
fibrillas o entre las fibrillas como se observa en la Figura 19 (Dong, Snyder, Williams, et al.,

2013).

Interacciones
intercadena en la
misma fibrilla

——% Interacciones interfibrilla

Suspension TOCN Red NFC-Ag

Figura 19. Reticulacion con iones metalicos. Adapatado de Dong et al. (Dong, Snyder, Williams,
etal., 2013).
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5.4 Caracterizacion

5.4.1 Prueba de Fehling La prueba de Fehling produjo un precipitado rojo ladrillo para la
suspension de TOCN como se observa en la Figura 20, lo cual es un resultado positivo en el
reconocimiento de azUcares reductores. En este caso, la unidad reductora corresponde al extremo
hemiacetal presente en la celulosa, el cual se abre en solucion acuosa y deja expuesto al grupo
carbonilo, responsable de la reduccion, como se muestra en la Figura 21 (Yakout & Mostafa,
2015). Adicionalmente, cabe resaltar que los grupos hidroxilo presentes en la superficie de las
NFC vy los grupos aldehido que no se logran oxidar a cidos carboxilicos en el tratamiento de
oxidacion con TEMPO, también podrian funcionar como agentes reductores en el proceso de
formacion de las AgNPs (Dong, Snyder, Tran, et al., 2013; Dong, Snyder, Williams, et al., 2013;

Saito & Isogai, 2004).

Figura 20. Prueba de Fehling para TOCN a) Liofilizado b) Suspensién.

OH OH OH OH .
OH OH o Ho OH OH
0 _H 0 0 _HO
HO oto 0 oHo OH HO 0 0 0 H
HO ° o ° > Ho % o OH
OH OH -— OH OH
OH OH OH OH
Final reductor Final reductor

Figura 21. Equilibrio entre la forma cerrada y abierta del extremo hemiacetal en la celulosa.
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5.4.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier de Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR) La Figura 22 muestra los espectros IR de la estopa limpia, deslignificada
y de la suspension de TOCN. Pueden observarse las bandas caracteristicas de los materiales
celuldsicos, como la presencia de una banda ancha en la region de los 3400-3200 cm™, que es
tipica del estiramiento de los grupos OH; la sefial a 2916 cm, relacionada con la tension de la
unidad alifatica de los enlaces C-H (Chen et al., 2011); en 1616 cm™ se observa la banda de la
flexion del grupo OH; las sefiales alrededor de los 1424, 1368 y 1316 cm™ corresponden a las
flexiones de C6-H2; la sefial en 1160 cm™ esta asociada a la tension asimétrica caracteristica del
enlace B (1,4) glucosidico C-O-C; las sefiales observadas entre 1029-1055 cm™* corresponden a las
vibraciones C-O de los carbonos C2, C3 y C6; a 897 cm™ se aprecia la sefial correspondiente a la
vibracion del carbono anomérico C1-H; la sefial a 663 cm™ corresponde a la flexion fuera del plano
del enlace C-OH vy la sefial observada a 550 cm™ corresponde a la flexion del enlace glucosidico
(Moran et al., 2008).

De igual manera, en la Figura 22 se puede observar el efecto de la deslignificacion. Las bandas
presentes a 1732 cm™ y 1239 cm, relacionadas con los grupos C=0 presentes en la hemicelulosa
y lignina y con el enlace C-O-C del grupo arilo de la lignina, desparecen del espectro, indicando
que la remocion de la lignina y hemicelulosa de la matriz lignocelulésica se da satisfactoriamente
luego del pretratamiento (Hernandez, 2013; Moriana, Vilaplana, & Ek, 2015).

Por otra parte, la estopa sometida al tratamiento de oxidacion mediado con TEMPO presenta
una banda de absorcion aproximadamente en 1599 cm™, relacionada con el estiramiento del grupo
C=0 de los grupos carboxilato de sodio generados despues de la reaccion TEMPO (Fujisawa,

Okita, Fukuzumi, Saito, & Isogai, 2011).
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Figura 22. Espectro FT-IR estopa limpia, deslignificada y TOCN.

Por otra parte, se observa en los espectros IR de la Figura 23 que los bionanocompositos
sintetizados mediante las diferentes metodologias expuestas anteriormente, no presentan cambios
significativos en las sefiales caracteristicas de la celulosa. Por ende, el proceso de formacion del
hidrogel no ocasiona cambios aparentes en la estructura quimica de la celulosa. Sin embargo, es
importante resaltar que en la Tabla 5 se observa el corrimiento de las bandas asimétrica, alrededor
de los 1599 cm?, y simétrica, alrededor de los 1405 cm™, del grupo carboxilato (COQ"), debido a
la adicion de AgNO:3 en la sintesis de los hidrogeles (Kafy et al., 2017). El desplazamiento de
dichas vibraciones sugiere la complejacion de los grupos COO™ con los iones Ag™ agregados, los
cuales se intercambian con los iones Na* presentes en el TOCN, permitiendo el entrecruzamiento
de las nanofibras y posteriormente la formacion de las AgNPs (Borras, 2006; Dong, Snyder,
Williams, et al., 2013; Molera et al., 2005; Yulianto, Marzuki, & Suryanti, 2017). La separacion

de las bandas asimétricas y simétricas del grupo COO", calculada como Av (Avasimétrico- AVsimétrico),
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revela el tipo de interaccion existente entre el grupo carboxilato de la celulosa y el metal. Si el Av
< 110 cm; la interaccion es de tipo quelante bidentada, si Av > 200 cm™ se atribuye a una
interaccion monodentada, si Av = 164 equivale a una interaccién idnica y si Av > 140 cm™ la
interaccion es del tipo puente bidentando (He, Zhao, Liu, & Roberts, 2007; Uznanski, Zakrzewska,
Favier, Kazmierski, & Bryszewska, 2017). Por consiguiente, al observar los datos registrados en
la Tabla 5, se sugiere la formacion de interacciones puente-bidentado entre los grupos COO" y los
iones Ag* como se ilustra en la Figura 24. En el Anexo A se muestran los espectros de todos los

experimentos.

\/\/ v,-COONa

v-COONa

Transmitancia (u.a)

v -CObAg |
—— TOCN * :
—— 1:1 Metodologia | v -céoAg
—— 1:1 Metodologia I ’

T T T T T T T T T T T T T
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, -1
Numero de onda (cm ™)

Figura 23. Comparacion de espectros FT-IR de TOCN e hidrogeles por diferentes metodologias.
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Tabla 5.

Frecuencias IR (cm™) para la suspension de TOCN vy los bionanocompositos.

Muestra  vas COO~  vs COO"  Av= vas-vs
TOCN 1599 1405 194
Metodologia 1:1 1590 1407 183
I 1:2 1587 1408 179
1:3 1587 1408 179
Metodologia 1:1 1591 1407 184
I 1:2 1588 1407 181
1:3 1588 1407 181
R
55" -

Figura 24. Enlace bidentado puente

| 64

Cabe resaltar que los complejos formados de metal-carboxilato facilitan la generacion de

nanoparticulas, ya que, luego de que ocurre el intercambio entre los iones Na* por los iones Ag”,

comienza la reduccidn de los iones de plata a los correspondientes &tomos metalicos cerovalentes

por accion de los agentes reductores (grupos OH y extremo reductor de la celulosa). Los &tomos

cerovalentes actian como centros de nucleacion, dando lugar a racimos atomicos. El crecimiento

continuard a medida que se mantenga un suministro de atomos hasta formar la particula. Para

prevenir las aglomeraciones se recomienda estabilizar las particulas con agentes estabilizantes; en

nuestro caso, los grupos OH presentes en la celulosa actian como estabilizantes (Rodriguez, 2007).



FUNCIONALIZACION DE NANOCELULOSA EXTRAIDA | 65

5.4.3 Difraccion de Rayos X (DRX) En la Figura 25 se evidencian los perfiles de difraccion
de la estopa limpia, deslignificada y la suspension de TOCN. Los tres planos cristalinos observados
coinciden con la informacion consignada en el Centro Internacional de Datos de Difraccion
(JCPDS) para la celulosa segun el archivo N° 50-2241, grupo espacial P21 (N° 4) (Mandal &
Chakrabarty, 2011; Morén et al., 2008; Sébe, Ham-Pichavant, Ibarboure, Koffi, & Tingaut, 2012).
La banda perteneciente a 15.9° es debida a la superposicion de sefiales a 14.8° y 16.8°. El pico de
difraccion a 14.8° es caracteristico de los planos cristalograficos (1 0 0) de la celulosa I, 0 al plano
(1-1 0) de la celulosa Ig. El pico de 16.8° corresponde al plano (0 1 0) de la celulosa I, 0 al plano
(1 1 0) de la celulosa Ig (Okita, Saito, & Isogai, 2010). Las sefiales en 22.3° y 34.6° equivalen a los

planos cristalograficos (2 0 0) y (0 0 4), respectivamente (Davidson, Newman, & Ryan, 2004;

Duchemin, 2017)
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Figura 25. Difractograma de rayos X de la estopa limpia, estopa deslignificada y suspension de
TOCN.
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En la Figura 26 se observan los planos cristalinos (11 1),(200),(220),(311)y (222)
caracteristicos de la estructura cubica centrada en las caras de las AgNPs con los respectivos picos
de difraccion a 20 = 38.1°, 44.1°, 64.3°, 77.3° y 81.4°, como se reporta en el archivo N° 5-2872 del
JCPDS (Hui Yang, Ren, Wang, & Wang, 2016). También pueden observarse otros picos de
difraccion a 20 =27.7°,32.1° y 46.1°, los cuales pueden ser debidos al NaCl formado luego de que
se consume el NaClO en la reaccion de oxidacién con TEMPO (Sogai, 2018). Estas sefiales
coinciden con el PDF N° 05-0628 obtenido por el software DIFRACC.EVA. En el Anexo B se

muestra que los difractogramas correspondientes al comportamiento de cada metodologia fueron

muy similares.
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Figura 26. Difractogramas de los bionanocompositos.

Segun los datos registrados en la Tabla 6 se comprobd la eficiencia que presenta el

pretratamiento con peroxido de hidrégeno en medio alcalino, pues el incremento en el indice de
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cristalinidad de la estopa limpia (60%) a la estopa deslignificada (67%) (Lionetto, Del Sole,
Cannoletta, Vasapollo, & Maffezzoli, 2012), indica que se logré remover materiales amorfos entre
ellos la lignina y la hemicelulosa, como se mostro anteriormente en el anélisis de FT-IR. Realizado
el proceso de oxidacion con TEMPO se observo que no afecto significativamente la cristalinidad
de la celulosa, ni su estructura (Isogai et al., 2011; Saito et al., 2007, 2006). El porcentaje de
cristalinidad de los hidrogeles disminuyé para ambas metodologias con respecto a la suspension
de TOCN (67%), debido a la formacion de complejos de metal-carboxilato, los cuales
posiblemente debilitan el sistema de enlaces de hidrogeno en la estructura de red, al aumentar la
distancia entre las moléculas de celulosa (Liu, Yang, Zhang, Liu, & Xiong, 2007; Shateri Khalil-
Abad, Yazdanshenas, & Nateghi, 2009).

Por otra parte, para la metodologia I en la cual los hidrogeles fueron sintetizados a 60 °C por 28
h, se presentan indices de cristalinidad méas bajos con respecto a los de la metodologia Il. Esto
sugiere que la temperatura aumenta la reactividad y la energia cinética de las moléculas de
celulosa, provocando el debilitamiento de los enlaces de hidrogeno intermoleculares entre las

cadenas de celulosa (Kumar, Gupta, Lee, & Gupta, 2010).

Tabla 6.
Indices de cristalinidad de las muestras
Muestra Crl (%)
Estopa limpia 60
Estopa deslignificada 67
TOCN 67
Metodologia 1:1 51
I 1:2 56

1:3 53
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Muestra Crl (%)
Metodologia 1:1 64
I 1:2 58
1:3 59

5.4.4 Microscopia electronica de barrido (SEM) En la Figura 27a y 27b se muestran los
cambios morfoldgicos de la estopa luego de la deslignificacion. Debido a la eliminacion de la
lignina y la hemicelulosa se puede observar una separacion en microfibrillas individuales (Mina,
2012). Por su parte, la Figura 27c demostro la obtencion de NFC luego del proceso de oxidacion
mediado con TEMPO, las nanofibras presentan diametros que varian entre 19.82 y 80.60 nm, con
longitudes de varios micrometros. Lo anterior es comparable con otros estudios en los que se
reportan didmetros entre 25 y 60 nm para NFC de residuos agroindustriales del fique y cafia de
azucar con longitudes de varios micrometros (Espitia Sibaja, 2010). En la Figura 27d se muestra
la suspension de TOCN liofilizada en las cuales las NFC se distribuyen e interconectan formando
estructuras porosas finamente tejidas en forma de laminas (Sudipto Pal, Nisi, Stoppa, & Licciulli,
2017).

Por otro lado, la composicion elemental de las NFC vista en la Tabla 7, medida por EDS,
muestra la presencia de sodio, lo cual sugiere la formacion de los grupos COO Na* sobre la
superficie de las nanofibras y la presencia de NaCl (Isogai et al., 2018; Sogai, 2018). Los perfiles
EDS y composiciones elementales de los hidrogeles vistos en el Anexo C verifican la presencia de

plata sobre las NFC para cada metodologia.
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Figura 27. Micrografias SEM. a) Estopa limpia b) Estopa deslignificada ¢) TOCN d) TOCN
liofilizada.

Tabla 7.

Composicién elemental de la suspensién de TOCN.

Elemento Wit%
Ck 69.40

O« 24.61
Nak 02.33
Auk 03.66
Clk 00.23

En la Figura 28 se muestra la presencia clara de AgNPs esféricas y monodispersas
homogéneamente distribuidas en la red de NFC. A su vez, se observa el rango de distribucién de
tamafio de las nanoparticulas entre 15 a 80 nm. EIl hecho de no observar agregaciones radica
posiblemente en la temperatura empleada en la metodologia I, la cual permitié la formacién de
interacciones fuertes entre las particulas de plata con los aniones carboxilato, ademas de generar
una nucleacion mas rapida con un buen control de crecimiento en las particulas debido a la
presencia de los grupos OH de la celulosa (Morales, Moran, Quintana, & Estrada, 2009; Wang,
Hu, & Chen, 2015; Yu et al., 2007). Sin embargo, en las Figuras 29a y 29b se observan agregados
sobre las NFC de nanoparticulas esféricas aun cuando la temperatura de formacion es la misma.

De lo anterior, se puede inferir que esta agregacion se genera por el exceso de la sal de plata
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empleada, de tal manera que es posible que se formen mas complejos de metal-carboxilato y por
lo tanto se crean méas nucleos para el crecimiento de las NPs. A medida que se aumentan los
complejos sobre las NFC, se crea un espacio confinado, causando que las particulas se agreguen
unas con otras, pero sin aglomerarse ni variar su tamaio, ya que los grupos OH de la celulosa se
encargan de estabilizarlas. Para los resultados mostrados en las Figuras 29d y 29e se esperaria que
ocurra lo mismo debido al exceso de la sal de plata. La diferencia radica en la Figura 29c pues el
hecho de también observar agregados se debe al mayor tiempo de formacién de los hidrogeles, lo
cual segun lo expuesto en la literatura genera que la nucleacion y crecimiento no se detenga y por

tanto se formen agregados (I. Flores, 2009).
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Figura 28. Micrografia SEM y distribucion de tamafio del hidrogel liofilizado (aerogel) sintetizado

por la metodologia I en la relacion molar 1:1 de COOH:AgNO:s.
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Figura 29. Micrografias SEM de los hidrogeles liofilizados (aerogeles) sintetizados a diferentes
relaciones molares de COOH:AgNOs. Metodologia I: a) 1:2 y b) 1:3 Metodologia II: c) 1:1 d)
1:2e) 1:3

Seguln lo expuesto en el marco tedrico sobre los enfoques de distribucion de NPs, es posible
asociar las Figuras 28 y 29d al enfoque 3 (formacién de nanoparticulas reactivas dentro de un gel
preformado). Sin embargo, en este trabajo se propone una modificacién a este enfoque como se
observa en la Figura 30, ya que el agente precursor (AgNO3) sirve tanto de agente entrecruzante
como de gelificante. Asi mismo, y debido a la agregacién, cuando se da la formacion de AgNPs
se observan NPs entrecruzadas con las NFC, ademés de las AgNPs esféricas dispuestas sobre la

superficie de las NFC.
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Figura 30. Formacion y funcionalizacion de hidrogeles con nanoparticulas de plata. Adaptado de
Thoniyot et al., (Thoniyot et al., 2015).

5.4.5 Espectroscopia ultravioelta visible (UV-VIS) La formacion de AgNPs en el hidrogel se
confirm6 mediante esta técnica a través del fendmeno de resonancia de plasmaén superficial (RPS)
caracteristico de nanoparticulas metalicas (Navarro, 2011). En la Figura 31 se muestra la
comparacion entre la suspension de TOCN y los bionanocompositos sintetizados. Por un lado, se
observa una absorcion UV-Vis minima para la suspensién de TOCN (Dong, Snyder, Tran, et al.,
2013). Sin embargo, se presentan los picos de absorcion de RPS para los hidrogeles sintetizados
con un maximo de 413 nm para la metodologia | y de 410 nm para la metodologia I, los cuales
son caracteristicos de la formacion de AgNPs (Gonzalez et al., 2014). El hecho de presentar una
sola banda de absorcion y a esa longitud, sugiere tanto la formacién de nanoparticulas de plata
esféricas, segun lo expuesto por la teoria de Mie, como el predominio de un mismo tamarfio de
particula para los hidrogeles (Sukdeb Pal, Tak, & Song, 2015). Adicionalmente, es posible
observar en los espectros de ambas metodologias, un incremento en la intensidad de la banda de
RPS con el aumento en la concentracion de AgNOs, lo cual se relaciona con la formacion de més
AgNPs sobre las NFC en los hidrogeles sintetizados, segun lo expuesto en diversos estudios.
(Krishnaraj, Balamurugan, & Chandra, 2017; Shishir V. Kumar, Adarsh P. Bafana, Prasad Pawar,
Ashiqur Rahman, 2018; Soto-Quintero, Romo-Uribe, Bermudez-Morales, Quijada-Garrido, &

Guarrotxena, 2017). Un comportamiento similar ocurre al aumentar la temperatura en el proceso
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de sintesis del hidrogel para la metodologia I. Todo lo anterior es consistente con lo expuesto en

SEM.
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Figura 31. Espectros de absorcién de la suspension de TOCN y de los hidrogeles modificados con
AgNPs. a) Metodologia | b) Metodologia II.

5.4.6 Distribucion de tamafio En la Tabla 8 se registra la distribucién de tamafio de particula
en numero para la suspension de TOCN vy los hidrogeles sintetizados, cada valor representa el
promedio tomado de 4 mediciones realizadas para cada muestra. Se reportd la distribucién de
tamarfio en numero pues esta informa el tamarfio de particula mas pequefio, es decir, las cantidades
relativas del material en picos separados (Shaw, 2014). Para la suspension de TOCN se mostro un
tamafo promedio de 70 nm y un rango comprendido entre 50 y 60 nm para los hidrogeles. Este
rango de tamario, al compararlo con la distribucion de tamafio vista en la Figura 28, las imagenes
vistas por SEM para los hidrogeles y los espectros de absorcion UV-Vis, podria decirse que es

coherente y que corresponde a la formacion de AgNPs esféricas.
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Tabla 8.
Distribucion del tamafio de numero de particula
Muestra Tamaifo [nm]
TOCN 70 £24.79
Metodologia I 1:1 53 +19.82
1:2 60 £ 15.18
1:3 51+8.18
Metodologia Il 1:1 63 + 24.36
1:2 50 £ 26.76
1:3 52 + 18.64

5.4.7 Titulacion Conductimétrica En la Tabla 9 se registran los valores DO y o
correspondientes a cada muestra estudiada en este trabajo. Un valor pequefio de DO para la estopa
limpia indica la presencia de pocos grupos carboxilicos presentes en la lignina y hemicelulosa. A
su vez, un aumento en el grado de oxidacion en la estopa deslignificada sugiere una posible
oxidacion de la celulosa causada por el pretratamiento de deslignificacion (Knill & Kennedy,
2003). Luego del tratamiento de oxidacién mediado por TEMPO se obtuvo un contenido de
carboxilato de 1.6 mmol COOHY/qg celulosa, lo cual sugiere efectividad en el proceso de oxidacion,
pues si se compara con el contenido de carboxilato obtenido en otros materiales lignoceltlosicos
resulta ser mayor o similar. Por ejemplo, los contenidos de carboxilato obtenidos luego de
efectuada la oxidacion con TEMPO en algunos materiales como la pulpa de madera, palma de
aceite, bamboo entre otros fueron de 1.3, 1.33 y 0.8 mmol COOHY/g celulosa, respectivamente
(Chitbanyong, Pitiphatharaworachot, Pisutpiched, Khantayanuwong, & Puangsin, 2018; Dong,
Snyder, Tran, et al., 2013; Rohaizu & Wanrosli, 2017).

Cabe resaltar que del contenido de carboxilato obtenido en las nanofibras de celulosa, se partid

para hallar los moles de nitrato de plata necesaria para la formacién del hidrogel. Los célculos se
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hicieron con base a lo reportado por Ifuku et al., el cual encontré que los iones de plata se
introducen cuantitativamente en la celulosa oxidada con TEMPO como contraiones de los grupos
de carboxilato de sodio (Ifuku et al., 2009). Sin embargo, en lo reportado por Dong et al. para la
preparacion de los hidrogeles con AgNPs, se utiliza un exceso de AgNOs para asegurar la
saturacion completa de los grupos carboxilato de sodio disponibles con iones plata (Dong, Snyder,
Tran, etal., 2013). Por este motivo, se establecieron las relaciones 1:1, 1:2 y 1:3 de COOH:AgNO3

para la preparacion de los hidrogeles.

Tabla 9.
Grado de oxidacion (DO) y contenido de carboxilato (¢) para cada tipo de muestra.
6 [mmol
Muestra DO COOH/g
celulosa]
Estopa limpia 0.08 0.5
Estopa
deslignificada 013 08
TOCN 0.28 1.6
1:1 0.28 1.6
Metodologia | 1:2 0.24 1.4
1:3 0.20 1.2
Metodologia u 49 o9
1:2 0.15 0.9
' 1:3 0.17 1.0

Después de la modificacion de las nanofibras de celulosa con AgNPs, se obtuvo para la
metodologia | un descenso en el contenido de carboxilato a medida que aumentaba la

concentracion de plata, debido a un posible impedimento estérico causado por la formacion de mas
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complejos de metal—carboxilato al tener un exceso de plata. Es importante resaltar que la relacion
COOH:AgNOs 1:1 en la metodologia I, presentd un contenido de carboxilato igual al de las
nanofibras. Esto sugiere que la temperatura facilit6 el intercambio de los iones Na* por iones Ag*
tal como se mencion6 en SEM. En contraposicion a lo anterior, en la metodologia Il se muestran
en general bajos contenidos de carboxilato para todos los experimentos. Esto podria indicar que a
temperatura ambiente y formacion de 8 dias del hidrogel, se forma una red tridimensional méas
fuerte con mayor impedimento estérico, lo cual impide el intercambio de HCI con los grupos
carboxilato de plata en el procedimiento de titulacion conductimétrica (Murali, Mohana,

Sambasivudu, Singh, & Sreedhar, 2007).

5.4.8 Potencial Zeta El potencial zeta es una medida de la estabilidad de una dispersion
coloidal. Puede tomar valores tanto positivos como negativos. Cuando se tienen valores de
potencial zeta superiores a + 30 mV o inferiores a -30 mV se dice que la dispersién coloidal es
estable; de lo contrario, la dispersién tendera a agregarse (Mahendran & Kumari, 2016).

Los valores de potencial zeta registrados en la Tabla 10 sugieren una buena estabilidad coloidal
en todas las muestras, debido posiblemente a repulsiones electrostaticas generadas por los grupos
COO en la superficie de las NFC y a repulsiones estéricas ocasionadas por los complejos de metal-
carboxilato (Mekkawy et al., 2017).

No se presentaron diferencias significativas entre las dos metodologias en cuanto a la
estabilidad coloidal, por lo tanto, se considera que ambas son Optimas para formar hidrogeles
estables y por lo tanto se infiere que los iones OH de la celulosa son buenos agentes estabilizantes.

Los potenciales obtenidos para los hidrogeles se pueden comparar con lo reportado por Lustosa et
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al., quienes obtuvieron valores similares entre -70 y -78.9 mV para hidrogeles de

carboximetilcelulosa con AgNPs, lo que demuestra su alta estabilidad (Lustosa et al., 2017).

Tabla 10.
Potencial Zeta
Muestra [mV]
TOCN -73 +2.3894
Metodologia | 1:1 -72 +£3.2438
1:2 =77 £1.1644
1:3 =77 £ 2.0920
Metodologia Il 1:1 -73 £2.5639
1:2 -73 £ 2.0952
1:3 -72 + 3.5838

5.4.9 Andlisis termogravimétrico (TGA) En la Figura 32 se presentan las curvas (TG) y
derivadas (DTG) termogravimétricas para la estopa limpia, estopa deslignificada y la suspension
de TOCN. La Figura 32a muestra los termogramas asignados a cada muestra, en donde la primera
pérdida de peso del 7.7%, 8.5% y 9.4%, para la estopa limpia, deslignificada y TOCN,
respectivamente, en un rango de temperatura entre 30 y 150 °C, se le atribuye a la vaporizacion y
volatilizacién del agua, debido a la deshidratacién de la celulosa presente en cada muestra (Chiau
Yeng, Rahman, & Long, 2015). La siguiente pérdida de peso del 26.2% se asocia a la degradacion
de la hemicelulosa y es atribuida Gnicamente a la estopa limpia en el rango de temperatura de 270
°C a 340 °C; en cuanto a la degradacion de la lignina se plantea que ocurre en un amplio rango de
temperatura y que es el componente mas dificil de descomponer entre la celulosa y la hemicelulosa
(Manals-Cutifio, Penedo-Medina, & Giralt-Ortega, n.d.; Haiping Yang, Yan, Chen, Lee, & Zheng,

2007). El otro evento de degradacion que se encuentra en los tres casos, en un rango de



FUNCIONALIZACION DE NANOCELULOSA EXTRAIDA | 78

temperatura de 200- 400 °C con pérdidas de peso del 72.8%, 64.9% y 57.9%, se atribuye a la
despolimerizacién de la celulosa por el rompimiento de enlaces glucosidicos. La Gltima pérdida
de peso del 7.81%, 6.11% y 6.32% en el rango de temperatura de 400 °C a 598.4 °C se debe a
reacciones adicionales ocurridas durante la deshidratacion del carbon residual como la
descarbonilacion a CO, la descarboxilacion a CO2 o inclusive reacciones para formar otros
productos gaseosos como Hz y CH4 (Jiang & Hsieh, 2013). En el Anexo D, se pueden observar las
pérdidas de peso para cada muestra en % y mg con su respectivo rango de temperatura. También
se incluye la masa residual de cada una.

En la Figura 32b se muestran las curvas termogravimétricas derivadas (DTG) para cada
muestra. En estas se resaltan las temperaturas maximas de descomposicion principalmente de la
celulosa, siendo de 365.5 °C para la estopa limpia, 346.4 °C para la estopa deslignificada y de
291.8 °C para la suspensién de TOCN. La disminucidn en la temperatura de descomposicion para
la estopa deslignificada implica la eliminacion de algunos componentes amorfos como la lignina
y la hemicelulosa, ya que esto deja una mayor superficie de la celulosa expuesta al calentamiento.
También puede atribuirsele a la presencia de fibras méas pequefias, lo que conduce a mayores areas
superficiales expuestas al calor (Jiang & Hsieh, 2013). En cuanto a la disminucidn de la estabilidad
térmica en la suspensiéon de TOCN, puede explicarse por el efecto de los grupos carboxilato de
sodio que son térmicamente inestables en las NFC, debido a las descarbonacion de las unidades
de anhidroglucuronato (Fukuzumi, Saito, Okita, & Isogai, 2010). El hombro presente en la estopa
limpia a 291.2 °C hace referencia a la pérdida de la hemicelulosa, y el hombro presente en las
nanofibras a 249.8 °C corresponde a la descomposicion de grupos carboxilato de sodio presentes
en la superficie de las NFC formados en la oxidacion con TEMPO (Ovalle-Serrano, Gomez, et al.,

2018).
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Figura 32. a) Curvas termogravimetricas b) Curvas termogravimétricas derivadas.

La Figura 33a muestra los termogramas de los hidrogeles obtenidos con las diferentes
metodologias. Todas las muestras presentan un comportamiento térmico similar al de las
nanofibras de celulosa presentando también tres etapas de degradacion. El rango de temperatura
de 200 °C - 400 °C es donde ocurre la mayor pérdida de peso que equivale a la degradacion de
celulosa. En el Anexo E se pueden observar las pérdidas de masa para cada hidrogel en % y mg
con su respectivo rango de temperatura. También se incluye la masa residual de cada una, las
cuales se asocian a las particulas de plata (Yongjian Xu, Leigang Zuo, Tao Lin, Jiayong Wang,
2014).

La Figura 33b presenta las curvas diferenciales termogravimétricas de los hidrogeles. En estas
se distinguen dos picos, el primero se debid probablemente a unidades de anhidroglucoronato
metéalico y el segundo pico de maxima degradacion corresponde a la celulosa (Cao, Ding, Yu, &
Al-Deyab, 2013). Al comparar las temperaturas de degradacion de la celulosa de los hidrogeles
(338.1 °C y 329.8 °C) con respecto al pico de la celulosa en las nanofibras (298.1 °C), se puede
observar que los picos de los hidrogeles se corren a temperaturas mas altas, lo que sugiere que las

AgNPs aumentan la estabilidad térmica de los bionanocompositos (Lopez-Carballo, Higueras,
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Gavara, & Hernandez-Mufioz, 2013). En el Anexo F se muestran los respectivos termogramas y

derivadas de los hidrogeles.
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Figura 33. a) Curvas termogravimétricas b) Curvas termogravimétricas derivadas

6. Conclusiones

La estopa de fique, deslignificada a través de un pretratamiento con perdxido de hidrégeno en
medio alcalino, se utilizd satisfactoriamente como material de partida para el aislamiento de
nanocelulosa. Las imagenes SEM mostraron una disminucion en el diametro después del proceso
de deslignificacion. Los espectros FT-ITR indicaron la eliminacion de las bandas asignadas a los
grupos C=0 presentes en las hemicelulosa y lignina y al enlace C-O-C del grupo arilo de la lignina.
La eliminacion de estos materiales amorfos también se evidencio por los indices de cristalinidad

obtenidos, estopa limpia (60%) y estopa deslignificada (67%).
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Se obtuvieron NFC mediante un tratamiento de oxidacion con TEMPO, con un contenido de
carboxilato de 1.6 mmol COOH/g celulosa y DO de 0.28, potencial Z de -73 mV, indice de
cristalinidad de 67% y didmetros entre 19 - 80 nm.

Las NFC sirvieron como un soporte eficiente para la incorporacion de especies metalicas y
generacion de bionanocompositos, en este caso, hidrogeles de NFC con AgNPs que caracterizados
por las técnicas de FT-IR, SEM, UV-Vis y DLS, mostraron tanto la formacion de complejos de
metal-carboxilato posiblemente en la forma de puente bidentado como la presencia de AgNPs
esféricas sobre las NFC con tamafios aproximados entre 15-80 nm.

Se comprob6 que un exceso de AgNOs causa la agregacion de las nanoparticulas y no el
aumento de su tamafio; esto indica que los grupos hidroxilos presentes en la celulosa tienen la
capacidad de estabilizar nanoparticulas metalicas y controlar su tamafio. Mediciones SEM, UV-
Vis y DLS, demuestran, que aun en los aglomerados, las particulas individuales conservan su
tamarnio.

La disminucién en los indices de cristalinidad de los hidrogeles con respecto la suspension de
TOCN se debid al debilitamiento de los enlaces de hidrogeno presentes en la celulosa.

La incorporacion de AgNPs sobre las NFC, aumentd la estabilidad térmica de los
bionanocompositos, al incrementar las temperaturas de degradacion de 291.8 °C para la suspension
de TOCN a 338.1 °C-329.8 para los hidrogeles.

El proceso de formacion de los hidrogeles se dio espontdneamente, después de la adicion de
AgNO3 gota a gota por las paredes laterales del recipiente a la suspension de TOCN. Este proceso
resulto ser eficiente en tiempo y rendimiento, y a diferencia de otros procesos reportados en la

literatura constituye una reaccion “one pot”.
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7. Recomendaciones

Implementar las técnicas de Espectroscopia Raman Amplificada en Superficie (SERS),
Espectroscopia de Fotoelectrones emitidos por Rayos X (XPS) y Microscopia Electronica de
Transmision (TEM) para la obtencién de mas sefiales en la huella dactilar que confirme la
presencia de las AgNPs, para la determinacion de las energias de plata reducida y los estados de
oxidacion en los que se encuentra la plata y para la determinacion de la forma y el tamafio de las
NPs en gran parte del interior de la muestra con alta magnificacion.

Evaluar una cinética de reaccion para estudiar los procesos de nucleacion y crecimiento de las
AgNPs.

Determinar las propiedades mecéanicas de los hidrogeles mediante reologia para de esta manera

asignar aplicaciones especificas a los bionanocompositos.
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Apéndice A. Comparacion de espectros FT-IR. TOCN y relaciones molares COOH:AgNOs3
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Apéndice B. Difractogramas de los hidrogeles a las diferentes relaciones molares

COOH:AgNOs.1) Metodologia | 2) Metodologia II.
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Apéndice C. Composiciones elementales y espectros EDS de los hidrogeles sintetizados a

diferentes relaciones molares de COOH:AgNOs. a) 1:1 b) 1:2 ¢) 1:3
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Apéndice D. Datos termogravimétricos. Pérdidas de peso para la estopa limpia,

deslignificada 'y TOCN.

Muestra Etapa | Etapa Il Etapa Il Etapa IV Masa
30°C-150 200°C-400 270°C-340 400°C-598.4  residual
°C °C °C °C
% mg % mg % mg % mg % mg

Estopa 77 050 728 473 262 171 781 051 121 0.79
limpia
Estopa 85 114 649 870 6.11 082 20.7 277

deslignificada
Nanofibras 9.4 048 579 294 6.32 032 275 140
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Apéndice E. Datos termogravimétricos. Pérdidas de peso para los hidrogeles.

Etapa Il
Etapa | Etapa Il Masa
Muestra 400 °C -997 ]
32°C -150°C 200 °C -400 °C oC residual
% mg % mg % mg % mg
1:1 977 025 669 168 746 019 1212 0.30
Metodologia
| 1:2 924 015 6765 110 6.36 010 1401 0.23
1:3 1101 037 7110 238 1336 045 0.68 0.02
1:1 550 014 6847 170 728 018 19.80 0.49
Metodologia
T 1:2 918 031 6966 234 555 019 1227 041
1:3 966 026 7029 191 564 015 1045 0.28
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Apéndice F.Curvas termogravimétricas con sus respectivas derivadas. a) Metodologia I. b)

Metodologia Il.
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