CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA

Modificacion estructural de celulosa bacteriana y celulosa vegetal para su funcionalizacion con
nanoparticulas de plata.

Juliet Thalia Trigos Rodriguez

Trabajo de grado para optar el titulo de quimica

Marianny Yajaira Combariza Montaiez
Quimica, Ph. D.

Director

Andrea Paola Martinez R.
Quimica, Ph. D

Codirector

Universidad Industrial de Santander
Facultad de Ciencias
Escuela de Quimica

Bucaramanga

2026



CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA 2

Dedicatoria

A mi familia, por su apoyo constante. Especialmente a mi madre y a mis hermanos Laura
y David, por ser mi mayor impulso en la vida. A mi madre, por su esfuerzo incansable, por trabajar
dia y noche para darnos estudio y construir nuestro futuro con total dedicaciéon. A mi hermana
Laura, a quien amo profundamente y por quien deseo salir adelante, para poder ser un ejemplo en
su vida. A mi hermano David, cuya vida es un milagro, y con quien atravesé esta etapa entre visitas
a la clinica y luego al laboratorio, acompafidndonos mutuamente en cada proceso. And to Luke,
for being a constant source of inspiration, for teaching me new life lessons, and for reminding me

that “the map is not the territory” thank you for always motivating me to keep pursuing this dream.



CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA 3

Agradecimientos

A la Universidad Industrial de Santander y al Parque Tecnologico Guatiguard, por brindar
los espacios académicos y de investigacion que hicieron posible el desarrollo de este trabajo, asi
como por fomentar un entorno propicio para el aprendizaje, el crecimiento personal y profesional.
De igual manera, agradezco al equipo del Laboratorio de Rayos X por su apoyo y por los servicios
de caracterizacion prestados durante la realizacion de esta investigacion.

Agradezco especialmente a la profesora Marianny Yajaira Combariza, a Andrea por
guiarme durante todo el proceso y siempre darme su mano cuando tenia preguntas, y a Julian por
motivarme a no rendirme, por darme consejos y ayuda, porque de principio a fin siempre estuvo
ahi, trabajando en las mismas dudas y en los mismos problemas, al final siempre me brind6 su

apoyo. Gracias por crear una amistad que va mas alla del laboratorio.



CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA 4

Tabla de Contenido

Pag.
INErOAUCCION ..ottt st ettt e et e b e eaneees 12
1 OBJIETIVOS ...ttt et s e e st e e et e e eabeeeaseeenans 15
11 (0] o 1= AV e I ={T o 1=1 - | PSRRI 15
1.2 ODjJEtIVOS ESPECITICOS ..eenutieiteeiiie ettt sttt b e st e st e s b e st e ebeeebee s 15
2 MARCO REFERENCIAL .......oooiiiiiiiiiie ettt ettt 16
2.1 Raquis de palma de @CEItE .....cciee e r e e e aaaaaaaaas 16
2.2 (0] 1T o 1Y I PP PP 17
2.3 Y I 1 =Y e{o o [N oF- [or- Yo USRI 19
24 Celulosa BaCTErIaNa ....cooueeeiiieieere e st 20
2.5 Oxidacidn con radical TEMPO y SONOQUIMICA .......ccoeeiiieiiiiiiiiiirnree e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 21
2.6 Cuantificacion de aldehidos en celulosa oxidada..........coocueerieeiiiiiiiiiiniecece e 24
2.7 [ e T =] 1= U UPPR 25
2.8 N ETale o g olN] - 1o [l o] - - [ UPPR 26
3 ANTECEDENTES ...ttt e et e e e st e e e esneaeeeesnnaeeaens 27
4 METODOLOGIA .....coooooiiiiiiiiisee st 33
4.1 Limpieza y pretratami@nto ... e e e e e e e e reaaaaa 33
4.1.1  Celulosa bacteriana ....eeeuee ittt st 33
A O (V] (o VLY=L 7 | USSR 33
4.2 Reaccidn de oxidacion CON tEMPO ...ciiiiiciiiiie et e e e e e e srbeee e e e s e saareaee s 34
4.3 DLT Lo 1e=Y o= Toi o o I g T=Tor- Y or- FS PP UPPRP 35
4.4 POSE-OXIAACION «..eeiietee ettt sttt st e st e st st e sab e e e e e sate e sab e saneesaes 35
4.5 Sintesis de hidrogeles hibridos. .......ccuuiiiiiiiic e 36
4.6 (6 1= [0 (=T = Toi o] o PP P P PUTPPP PP 37
4.6.1  Titulacion coONAUCEIMELIICA ...couviee ittt st e e e st essareeeeas 37
4.6.2 Dispersion dindmica de luz (DLS) y POteNCial Z......ccccuvvieeieieiiiiiee e 38
4.6.3  Microscopia electronica de barrido (SEM) .......eeeeiiiiiiiieie et 39

4.6.4  FTIR-ATR Espectroscopia de infrarrojo transformada de fourier con reflectancia total
AEENUATA ..ttt et e s st s n e s bt e s e s reeeree s 39
4.6.5 Difraccion de rayos X (DRX) ..cccueeeecieeeiiieeeeiieeeesieeeestteeesteeeesaseeessabeeeesnsaeeesssaeeesnsseeesnseeanan 40

4.6.6  Fluorescencia de rayos X (FRX) ....ccoccuiiiieeeeiiiiieee e e ettt e e e eeetree e e e e e earre e e e e e e ennraeeeaeeenanraneeas 40



CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA 5

5 RESULTADOS ... .ottt ettt ettt et e et e e e sateesbbeesareeeane 41
51 Caracterizacion de la celulosa modificada......c.ccoveeiieiieiiiiiniic s 41
5.1.1  Titulacion condUCEIMELIiCa ......cociiiiiiiiiiiiii e e 41
5.1.2  POTENCIAI Z ittt ettt sttt ettt e s e e e s bt e e et ae e e araeeeaane 45
5.1.3  Microscopia electronica de barrido (SEM) ....ccccuiieiiiiie it erne e 47
5.1.4  Espectroscopia infrarroja (FTIR) .....uueieioiiiiiiiee ettt eee ettt e e ee et e e e e aaa e e e e e e e aaraeeaaeeaas 49
5.1.5 Difraccion de rayos X (DRX) ...eeeeciiciiiieeeeeiiiiiiee e e eeiitte e e e e e eeittee e e e eeasaeeeeesesnsaaeeeesennnssneaesans 53
5.2 Caracterizacion de [0S hidrogeIes. .......ueiiiiiiiiiiiiiee e e e e earae e e e e e eaes 54
5.2.1  Fluorescencia de rayos X (FRX) ...ccueieiiiieieiiiieeeciee e ccieee e stee e estee e esitae e e sare e e s eanr e e esataeesensaeaeenns 54

6 CONCLUSIONES.........coociiiiriiiiriiimeseiaesesseesssseesessessssss s 58
7  RECOMENDACIONES Y TRABAJO FUTURO .......cccccoiiiiiiiiiiiiicieceecee 59
8  REFERENCIAS .. ..ottt ettt et 61

APCIAICES. ...eeeeeiiiieeiiee ettt ettt ee et e ettt e et e sttt e et e e e bt e e et e e e e taeeanteeeenreeeanbaeennbaeenreeenraenn 73



CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA 6

Lista de Figuras

Pag.
Figura 1 Estructura Base de 1a CelUlOSA ............c..cooeiiiiiiiiiiiiiiiiieiteseee ettt 18
Figura 2 Mecanismo oxidacion con radical TEMPO ...........c..coocvuieiciiiniiiiieiniieeeiniieessnieeesnisesssnsesssnenes 23
Figura 3 Reaccion de oxidacion con aldeNidos ................coccueiiviiuiiiniiiiiiiiiiiiiiiiieeesiieessieeesniee e snvee s s 25
Figura 4 Mecanismo oxidacion de aldehidos utilizando el reactivo de Tollens ..............ccceccuvvvvcuiennnnen. 27
Figura 5 Representacion general de la reaccion redox en la oxidacion de aldehidos utilizando el ion Ag™
COMO AZENLE OXTAANEIE ....c.ueeeieieeeee ettt ettt ettt b e ettt e b et s bt e e bt e e bt e e bt e e ebe e e aabeesabeesateesabeesabeesanes 32
Figura 6 Procedimiento de deslignifacion de fibra de Raquis de palma de aceite ...............cccovveuerueen.e. 34
Figura 7 Potencial Z de las muestras de celulosa oxidadas mediante radical TEMPO .......................... 46
Figura 8 Micrografias SEM de celulosa oxidada con TEMPO .............ccoeveeevieviinnineieieieeesee s 48
Figura 9 Micrografias SEM de celulosa oxidada con TEMPO Y AGNPS ........ccocovivviveinciiiiciicreene 49
FigUIa 10 ESPECIIOS FT. IR ...cccocuveeiiiiiiiiiiee ettt ettt ettt s e s b e e snnee e snneas 51
Figura 11 ESPectros DRX .......cocueeiiiiiiiiiiiiiit ettt sttt et e e e e e snnees 54
Figura 12 Preparacion de hidrogeles TOBCN/AGINPS ........cccuivvciuiiiiiieiniiiiieinieeesnieessnieeesniseessnseessnnnens 57

Figura 13 Preparacion de hidrogeles TOCN/AgNPs a partiv de raquis ...........cccoecveeveceeenicieeennieeennnens 57



CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA 7

Lista de Tablas

Pag.
Tabla 1 Propiedades fisicas de celulosa vegetal y celulosa bacteriana 21
Tabla 2 Grado de oxidacion y cantidad de carboxilato medido para diferentes tipos de celulosa
vegetal y bacteriana 43
Tabla 3 Caracterizacion FT-IR 52

Tabla 4 Porcentaje cuantitativo de oxidos y elementos obtenidos mediante analisis FRX de las
muestras TOCN, TOBCN, TOCN/AgNO3 y TOBCN/AgNO3 56



CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA

Lista de Apéndices

Apéndice A. Conductividad Vs pH para la determinacion del grado de oxidacion
Apéndice B. Difractograma caracterizado con el programa DIFRACC.EVA

pag.

73
74



CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA 9

Glosario
CB: Celulosa bacteriana
CV: Celulosa vegetal
NFC: Nanofibras de celulosa
NPs: Nanoparticulas
TEMPO: 2,2, 6,6-tetrametildipepiridina-1-oxilo
TOBCN: Nanofibras de celulosa bacteriana oxidadas por TEMPO (TEMPO-Oxidized Bacterial
Cellulose Nanofibers)

TOCN: Nanofibras de celulosa oxidada por TEMPO (TEMPO-Oxidized Cellulose Nanofibers)
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Resumen

Titulo: Modificacion Estructural de Celulosa Bacteriana y Celulosa Vegetal para su
Funcionalizaciéon con Nanoparticulas de Plata '*

Autor: Juliet Thalia Trigos Rodriguez>™"

Palabras Clave: Celulosa, Oxidacion, Hidrogel, Nanoparticulas, Plata

Descripcion: Los nanomateriales han revolucionado diversos campos cientificos y tecnoldgicos
gracias a sus propiedades excepcionales. Entre ellos, las nanoparticulas de plata (AgNPs) destacan
por su eficacia antimicrobiana y antifiungica. No obstante, su sintesis convencional suele implicar
el uso de agentes quimicos toxicos, generando preocupacion ambiental. Este estudio propone una
alternativa sostenible mediante el aprovechamiento de celulosa oxidada, obtenida a partir de
residuos agroindustriales, para desarrollar hidrogeles hibridos funcionalizados con AgNPs. La
celulosa vegetal (CV) y la celulosa bacteriana (CB) fueron oxidadas utilizando el radical TEMPO,
alcanzando grados de oxidacion de 0,210 y 0,140, respectivamente. Tras una etapa de post-
oxidacion, estos valores aumentaron a 0,261 y 0,218, relacionados con la presencia de grupos
aldehidos. Estos grupos, con capacidad reductora, se aprovecharon como sitios de nucleacion para
la formacion de AgNPs dentro de los hidrogeles. La caracterizacion de los materiales se realizo
mediante SEM, FT-IR, DRX y FRX, confirmando la incorporacion exitosa de la sal precursora de
plata. Los analisis revelaron sefiales y morfologias consistentes con la formacion de puntos de
nucleacion, lo que sugiere el potencial de estos biomateriales como sistemas funcionales

sostenibles y con aplicaciones antifungicas.

" Trabajo de Grado

2" Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Quimica. Directora: Marianny Yajaira Combariza
Montafiez. Quimica, Ph.D. Codirector: Andrea Paola Martinez R. Ph.D en quimica.
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Abstract
Title: Structural Modification of Bacterial Cellulose and Plant Cellulose for Functionalization
with Silver Nanoparticles**
Author(s): Juliet Thalia Trigos Rodriguez°
Key Words: Cellulose, Oxidation, Hydrogel, Nanoparticles, Silver
Description: Nanomaterials have revolutionized various scientific and technological fields due to
their exceptional properties. Among them, silver nanoparticles (AgNPs) stand out for their
antimicrobial and antifungal efficacy. However, their conventional synthesis often involves the
use of toxic chemical agents, raising environmental concerns. This study proposes a sustainable
alternative by utilizing oxidized cellulose, obtained from agro-industrial waste, to develop hybrid
hydrogels functionalized with AgNPs. Vegetable cellulose (CV) and bacterial cellulose (CB) were
oxidized using the TEMPO radical, achieving oxidation degrees of 0.210 and 0.140, respectively.
After a post-oxidation step, these values increased to 0.261 and 0.218, associated with the presence
of aldehyde groups. These groups, with reducing capability, were used as nucleation sites for the
formation of AgNPs within the hydrogels. The materials were characterized by SEM, FT-IR, XRD,
and XRF, confirming the successful incorporation of the silver precursor salt. The analyses
revealed signals and morphologies consistent with the formation of nucleation sites, suggesting
the potential of these biomaterials as sustainable functional systems with antimicrobial

applications.

*Bachelor Thesis
*Faculty of Sciences. School of Chemistry. Director: Marianny Yajaira Combariza Montafiez.
Ph.D in Chemistry. Co-director: Andrea Paola Martinez Ph.D in Chemistry.
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Introduccion

En las ultimas décadas, el desarrollo de materiales a escala nanométrica ha permitido
explorar fendmenos fisicoquimicos que no se observan en materiales convencionales. A esta escala
(1-100 nm), el aumento significativo del area superficial y los efectos de confinamiento cuantico
modifican propiedades fundamentales como la reactividad quimica, la conductividad eléctrica y
las respuestas Opticas de los materiales (Khan et al., 2019). Entre estas propiedades destacan
fendmenos Opticos particulares, como la resonancia de plasmon superficial en nanoparticulas
metalicas, especialmente en nanoparticulas de plata (AgNPs), las cuales permiten modular la
interaccion con la luz y han sido ampliamente estudiadas en aplicaciones como sensores,
marcadores bioldgicos y dispositivos optoelectronicos (N. Zhang et al., 2022). Debido a estas
caracteristicas, los nanomateriales se han convertido en componentes clave en diversas areas de
investigacion, incluyendo nanotecnologia, medicina, electronica y energia (Tripathi & Bonilla-
Cruz, 2023).

En particular, las AgNPs han ganado atencion debido a su amplio espectro antimicrobiano
y antifungico, lo que las convierte en candidatos ideales para aplicaciones biomédicas y
ambientales (Fan et al., 2022). Las AgNPs actuan como biocidas naturales, alterando la estructura
de la membrana celular de los microorganismos e inhibiendo procesos clave como la gemacion, lo
que reduce la posibilidad de desarrollar resistencia en comparacion con los tratamientos
convencionales (Kim et al., 2009). Sin embargo, la sintesis tradicional de AgNPs implica el uso
de agentes quimicos toxicos y procesos que generan residuos contaminantes, lo que limita su
aplicabilidad en entornos clinicos y ambientales (N. Zhang et al., 2022). Ademas, los métodos

convencionales presentan desafios como la aglomeracion de particulas, la falta de control sobre su
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tamafio y morfologia, asi como la citotoxicidad asociada al uso de agentes reductores quimicos
(Dhaka et al., 2023).

Frente a estos desafios, se ha promovido la busqueda de métodos méas sostenibles, como la
sintesis verde, la cual emplea biomateriales como agentes reductores y estabilizadores (Kennedy
et al., 2014). En este contexto, la celulosa —el polimero natural méas abundante en la Tierra— ha
emergido como un material prometedor debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y
versatilidad quimica (Cheng et al., 2017). La celulosa es un homopolisacéarido lineal compuesto
por unidades de B-D-glucopiranosa unidas mediante enlaces f (1—4) glucosidicos, que le confiere
una estructura parcialmente cristalina (90%<) y una elevada resistencia mecanica 0,45Gpa
(Klemm et al., 2005; Kumaravel et al., 2025). Este biopolimero puede obtenerse de fuentes
vegetales, como residuos agroindustriales, o ser sintetizado por bacterias del género
Gluconacetobacter, dando lugar a la celulosa bacteriana (CB). La CB se caracteriza por su alta
pureza, cercana al 97% (Kumaravel et al., 2025) y su estructura nanofibrilar inica, lo que la hace
ideal para aplicaciones biomédicas y en ingenieria de tejidos (Huang, 2018).

Una de las formas mas efectivas de aprovechar la celulosa es mediante su oxidacion
selectiva utilizando el radical TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo). Esta reaccion
transforma los grupos hidroxilo primarios de la celulosa en aldehidos, y posteriormente en acidos
carboxilicos, introduciendo grupos funcionales -CHO y —COOH que pueden actuar como agentes
reductores y estabilizantes en la sintesis de AgNPs (Ifuku et al., 2009). Este enfoque no solo
elimina la necesidad de agentes quimicos toxicos, sino que también facilita la obtencion de
materiales hibridos, como los hidrogeles, que se emplean en biomedicina para la liberacion
controlada de fairmacos (Ovalle-Serrano et al., 2020). Los hidrogeles son materiales poliméricos

con una alta capacidad de retencién de agua, lo que los hace especialmente adecuados para
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aplicaciones médicas y farmacéuticas (Akhtar et al., 2016). Ademas, los hidrogeles de celulosa
funcionalizados con AgNPs han demostrado ser matrices eficaces para la liberacion sostenida de
iones plata, mejorando asi su actividad antimicrobiana y antifingica (Dong et al., 2013).

Las investigaciones sobre la sintesis de hidrogeles de celulosa se han enfocado
principalmente en fuentes convencionales, como la madera o el algodon, dejando de lado el
potencial de los residuos agroindustriales como materia prima sostenible. En Colombia, la
industria agricola genera grandes volumenes de residuos, entre ellos el raquis de palma de aceite
y el mucilago de cacao, los cuales representan una fuente abundante y econdmica de celulosa
(Chew et al., 2021; Saavedra Sanabria et al., 2020). El raquis, subproducto del procesamiento del
fruto de palma, estd compuesto principalmente por celulosa, lignina y hemicelulosa; sin embargo,
su uso actual se limita al compostaje y a la generacion de energia (Ramirez N. et al., 2011). Por su
parte, el mucilago de cacao —un exudado azucarado rico en glucosa y fructosa— ha demostrado
ser un sustrato eficaz para la produccion de CB mediante fermentacion estitica con
Gluconacetobacter xylinus (Arteaga V, 2014; Saavedra-Sanabria et al., 2021).

Por lo anterior, este proyecto se centrd en el uso y aprovechamiento de residuos de raquis
de palma de aceite y mucilago de cacao para la obtencion de CV y CB y su posterior
funcionalizacion con AgNPs, evaluando la capacidad reductiva de cada tipo de celulosa en la
formacién de hidrogeles hibridos. Este enfoque innovador buscé aprovechar los recursos locales,
reducir el impacto ambiental y promover la economia circular en el contexto colombiano.
Adicionalmente, estos hidrogeles hibridos con AgNPs Presenta un potencial uso antifiingico,
considerando que la resistencia a los medicamentos antimicoticos —derivada del uso excesivo e
inadecuado de estos farmacos— constituye una problemadtica relevante en el ambito de la salud

publica (Garcia, 2001).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

e Aislar nanocelulosa a partir de celulosa bacteriana y vegetal y utilizarla para la

sintesis de hidrogeles hibridos de AgNPs.

1.2  Objetivos especificos

e Producir y caracterizar nanofibras de celulosa mediante la reaccién de oxidacion
con el radical TEMPO utilizando celulosa bacteriana y vegetal como materiales de

partida.

e Evaluar la capacidad reductiva de la nanocelulosa en el proceso de formacion de

hidrogeles hibridos que contengan AgNPs.
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2  MARCO REFERENCIAL

2.1 Raquis de palma de aceite

El raquis, también conocido en inglés como empty fruit bunches (EFB), es un subproducto
lignoceluldsico generado durante el proceso de extraccion del aceite de palma (Derman et al.,
2018). Este residuo estd constituido principalmente por polisacaridos como celulosa, glucano y
xilano, que representan aproximadamente el 66 % de su composicion, asi como por lignina en un
12 % (Zou et al., 2023). De acuerdo con otros estudios, su composicion se desglosa en celulosa
(50,9 %), hemicelulosa (29,6 %) y lignina (17,84 %) (Martinez-Ramirez et al., 2023a), los cuales
forman una matriz polimérica que otorga rigidez y estabilidad estructural a las paredes celulares
vegetales.

La interaccidon entre estos biopolimeros ocurre principalmente mediante enlaces de
hidrogeno y, en algunos casos, enlaces covalentes tipo éter, lo que dificulta su degradacion natural
(Lietal., 2016).

Desde un punto de vista estructural, el raquis presenta una superficie porosa y rugosa, con
una alta densidad de grupos hidroxilo, lo que lo convierte en un sustrato atractivo para la
funcionalizacion con NPs metalicas (Asadpour et al., 2021). Esta arquitectura nanoporosa actia
como un nanoreactor eficiente para la deposicion de 6xidos metalicos, facilitada por la interaccion
electrostatica entre los atomos de oxigeno de los grupos —OH y los cationes metalicos (X. Zhang
et al., 2018).

Gracias a estas caracteristicas, el raquis de palma de aceite posee un gran potencial como

materia prima en la produccidon de materiales biodegradables, promoviendo asi la reduccion del
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uso de polimeros sintéticos y fomentando estrategias de economia circular en la industria
oleaginosa (Boonsawang & Youravong, 2017). En particular, su alto contenido de celulosa lo hace
idoneo para la obtencion de nanocelulosa, un material versatil con aplicaciones emergentes en

envases biodegradables, materiales compuestos de alto rendimiento y biomedicina (Boufi, 2017).

2.2 Celulosa

El término “celulosa” fue utilizado por primera vez en 1938 por el quimico francés
Anselme Payen, refiriéndose a un homopolisacarido lineal con una estructura constituida por
unidades de B-D-glucopiranosa (B-glucosa) unido por enlaces glucosidicos B (1-4) en las
posiciones de carbonos 1 y 4, a esta cadena de B-glucosas se le conoce como celobiosa (Klemm et
al., 2005). La celobiosa dispone de grupos hidroxilo en posicion ecuatorial e hidrogenos en
posicidn axial, lo que le permite interactuar con otras unidades de celobiosas para ensamblarse por
medio de puentes de hidroégeno inter e intramoleculares, generando asi una molécula de celulosa
como se ilustra en la Figura 1 (Iguchi et al., 2000).

Las cadenas de celulosa se disponen de manera lineal para formar microfibrillas de celulosa
cuyo didmetro varia de 20 a 30 nm y pueden alcanzar longitudes de varios micrémetros. Esto
depende de la fuente de celulosa, la cual puede ser de origen vegetal, sintetizada mediante procesos
enzimaticos o quimicos, o producida por ciertos microorganismos. Estas microfibrillas, a su vez,
se reensamblan para formar fibras de celulosa, las cuales contienen regiones amorfas debido a la
distorsion de la estructura de la fibra por tensiones internas, asi como regiones cristalinas debido
a la estabilizacién y el empaquetamiento proporcionados por una densa red de enlaces de

hidrogeno (Habibi et al., 2010).
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Figura 1

Estructura Base de la Celulosa

4 N\
Intramolecular 0

Celobiosa

Nota: Adaptado de (Ivana Alberini et al., 2012).

La estructura cristalina de la celulosa, formada por la disposicion ordenada de las cadenas
de celobiosa, es fundamental para sus propiedades fisicas y quimicas. Las regiones cristalinas de
la celulosa estan caracterizadas por una alta densidad de enlaces de hidrogeno, lo que confiere
rigidez y resistencia a la traccion. Por otro lado, las regiones amorfas, donde los enlaces de
hidrégeno estan menos organizados, proporcionan flexibilidad y permiten la absorcion de agua y
otros compuestos (Nishiyama et al., 2002). Esta combinacién de regiones cristalinas y amorfas es
lo que hace que la celulosa sea un material versatil y ampliamente utilizado en diversas
aplicaciones industriales.

La obtencidn de la celulosa es un proceso clave para su aprovechamiento industrial, en el

caso de la celulosa de origen vegetal, el proceso de extraccion implica la eliminacion de otros
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componentes de la pared celular, como la lignina y la hemicelulosa, mediante métodos quimicos
o mecanicos. El proceso Kraft, por ejemplo, es ampliamente utilizado en la industria papelera
debido a su eficiencia en la separacion de la celulosa de la lignina (Sjostrom, 1993). Por otro lado,
la CB, producida por microorganismos como Gluconacetobacter xylinus, se caracteriza por su alta
pureza y uniformidad, lo que la hace ideal para aplicaciones biomédicas y en la fabricacion de
materiales avanzados (Ross et al., 1991).

La celulosa es el biopolimero mas abundante en la Tierra, con una produccidon anual
estimada en 1.5 x 10'? toneladas (Klemm et al., 2005). Esta disponibilidad, junto con sus
propiedades intrinsecas, ha despertado un creciente interés en el desarrollo de materiales
avanzados derivados de la celulosa, como la nanocelulosa (NC). La NC, obtenida a través de
procesos de desintegracion mecanica o quimica de las fibras celuldsicas, exhibe propiedades como
alta resistencia mecanica, baja densidad y biodegradabilidad, lo que la posiciona como un material
prometedor para aplicaciones en nanocompuestos, envases sostenibles y sistemas biomédicos.

(Habibi et al., 2010).

2.3 Mucilago de cacao

El mucilago de cacao es un exudado azucarado que rodea a las almendras de cacao dentro
de la mazorca o fruto. Su composicion estd principalmente constituida por azucares (10-13%),
acido citrico (1 a 2 %) y sales (8 a 10 %) (Piracoca R, 2022). Durante el beneficio de cacao se
requiere solamente el 60 % de mucilago con respecto al peso total del grano htimedo, por lo tanto,
se genera como subproducto entre 100 L y 150 L de mucilago por tonelada de grano hiimedo de
cacao (Piracoca R, 2022), el cual tradicionalmente se ha empleado para fabricar abonos y alimentos
para animales. Sin embargo, su vertimiento directo al suelo o fuentes hidricas genera

contaminacion (Rodriguez et al., 2013).
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Desde el punto de vista biotecnologico, el mucilago de cacao es una materia prima atractiva
debido a su composicion quimica. Puede ser utilizado para la produccion de biopolimeros como
polihidroxialcanoatos (PHA) y CB, asi como para la extraccion de pectinas y la produccion de
enzimas como Xxilanasas, celulasas y proteasas (Guzman-Armenteros et al., 2025). Investigadores
han logrado producir celulosa a partir de mucilagos de origen agroindustrial utilizando la bacteria
Komagataeibacter xylinus (Keshk, 2014), y la bacteria Gluconacetobacter xylinus (Jozala et al.,
2015). Estos medios, ricos en mucilago, han demostrado ser efectivos para la biosintesis de
celulosa, ya que las bacterias son capaces de metabolizar los azlicares y nutrientes presentes en
estos hidrocoloides vegetales (Keshk, 2014).

En Colombia, el aprovechamiento de los residuos de cacao, como el mucilago y las
cascaras, representa una oportunidad para promover la economia circular en la industria cacaotera.
Por ejemplo, el mucilago puede ser utilizado para la produccion de CB (Saavedra Sanabria et al.,

2020).

2.4 Celulosa bacteriana

La CB, es un biopolimero extracelular sintetizado por bacterias, cuyo descubrimiento se
remonta a 1886, cuando fue reportado por primera vez por J. Brown. A partir del siglo XX, la CB
se convirtio en un objeto de interés para la investigacion y el desarrollo; debido a su alto grado de
cristalinidad, pureza, estructura tridimensional y conformacioén reticulada. En la actualidad, la CB
encuentra una amplia gama de aplicaciones en diversas industrias, especialmente en el ambito de
la salud (Klemm et al., 2001).

Tanto la CB como la CV tienen la misma formula empirica (CsH10Os), y comparten muchas
de sus caracteristicas (Roberts et al., 2002). Sin embargo, al comparar ambos tipos de celulosa, se

identifican diferencias significativas en sus principales propiedades, destacando la CB como un
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mejor prospecto de material biocompatible, ya que una vez purificada se convierte en un
componente no toxico e hipoalergénico (V. Dubey et al., 2002). Ademas, la CB se considera un
material de ultra alta pureza, alcanzando el 100%, mientras que la CV, a pesar de tener alta pureza,
se encuentra en un rango de 60 a 70%. En general, la CB presenta una mejoria en cada una de sus
propiedades como se observa en la Tabla 1 (Jung et al., 2005).

Tabla 1

Propiedades fisicas de celulosa vegetal y celulosa bacteriana

Criterio Celulosa Vegetal Celulosa Bacteriana
Pureza 60-70% 100%
Capacidad retencion de agua 60% 98,5%
Grado de cristalinidad 50-65% 90%
Grado de polimerizacion 3.000-15.000 8.000
Propiedades mecanicas Depende de la matriz y 15-35 Pa, 200-300Mpa

método de extraccion

Nota: Adaptado de referencia (Ho Jin et al., 2019).

2.5 Oxidacion con radical TEMPO y sonoquimica

La oxidacion de celulosa con el radical TEMPO, es un proceso quimico que modifica la
estructura de la celulosa al introducir grupos carboxilo (-COOH) en sus cadenas poliméricas a
través de un aldehido intermedio (Calderon-Vergara et al., 2020). Este radical actia como
catalizador en la reaccion, permitiendo la oxidacion selectiva de los grupos hidroxilo primarios en
las cadenas de celulosa y su conversion en dcidos carboxilicos. La oxidacidon con radical TEMPO
se lleva a cabo en condiciones suaves, evitando asi la degradacion de la celulosa, lo que la convierte
en un método eficaz para la funcionalizacion de la celulosa sin afectar significativamente sus

propiedades fisicas. Esta reaccion se lleva a cabo en presencia de un oxidante, como el hipoclorito
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de sodio (NaClO), en un pH controlado entre 10-11 y a temperatura ambiente como se muestra en
la Figura 2 (Hubbe et al., 2008). La sintesis de nanofibras de celulosa oxidada mediante el sistema
TEMPO implica una serie de reacciones cataliticas de 6xido-reduccion. En este proceso, el
bromuro de sodio (NaBr) reacciona con el hipoclorito de sodio (NaClO) para formar hipobromito
de sodio (NaOBr), el cual oxida al TEMPO a su forma activa, el ion nitrosonio. Este actua como
un oxidante selectivo, transformando los grupos hidroxilo primarios de la celulosa en grupos
aldehidos. Posteriormente, estos grupos son oxidados a grupos carboxilo mediante la accion
repetida del sistema redox, en el cual el ion nitrosonio se reduce a hidroxilamina antes de ser
reoxidado (Bragd et al., 2000; Calderén-Vergara et al., 2020; Kato et al., 2003; Ovalle-Serrano et
al., 2018; Saito & Isogai, 2004a). Sin embargo, este proceso de oxidacion no ocurre de manera
completa, lo que da lugar a una oxidacion parcial de muchos grupos hidroxilo primarios,
resultando en la formacion de grupos aldehidos residuales en la estructura de la celulosa. Estos
grupos aldehidos son de particular interés para aplicaciones posteriores, ya que se ha sugerido que
confieren propiedades poco exploradas. Ademas, su presencia puede cuantificarse mediante una

post-oxidacion controlada (T. Isogai et al., 2010).
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Figura 2

Mecanismo oxidacion con radical TEMPO
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Nota: Adaptado de (Hubbe et al., 2008).

Con el objetivo de la obtencion de microfibrillas y nanofibrillas individuales, la suspension
se somete a un tratamiento sonoquimico, en el que la energia del ultrasonido es transferida a las
cadenas de la celulosa mediante cavitacion, este fenomeno es producto del crecimiento y colapso
violento de burbujas de vapor o cavidades en un liquido, causado por cambios rapidos en su presion
de vapor. Esto proporciona una energia que se encuentra dentro de la escala de los enlaces de
hidrégeno, que es de aproximadamente de 10 a 100 kJ/mol; siendo esta la energia necesaria para
desintegrar gradualmente las fibras de celulosa, pasando de tamafios micrométricos a nanométricos

(W. Chen et al., 2011).
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2.6 Cuantificacion de aldehidos en celulosa oxidada

La cuantificacion de grupos aldehido en materiales celuldsicos oxidados es un proceso
fundamental en la caracterizacion de nanofibras de celulosa (TOCN, TOBCN) y otros derivados
de celulosa. Este proceso se realiza cominmente mediante métodos indirectos, como la post-
oxidacion con clorito de sodio (NaClO2), que permite la conversion selectiva de grupos aldehido
(-CHO) a grupos carboxilo (-COOH) en condiciones acidas controladas (pH 3-4) (Saito & Isogai,
2004). El clorito de sodio (NaClOz) en medio acido genera acido cloroso (HCIO2), un agente
oxidante selectivo que reacciona preferentemente con grupos aldehido. Este mecanismo de
oxidacion es clave para la cuantificacion indirecta de aldehidos, ya que permite la oxidacion
completa de estos grupos a carboxilos sin afectar otros grupos funcionales presentes en la
estructura celulésica, como los alcoholes secundarios (Carlsson et al., 2014; Saito & Isogai, 2004).

La reaccion quimica puede resumirse en dos etapas principales. En primer lugar, en medio
acido, el NaClO; reacciona con acido acético para formar HCIO», el cual es el agente oxidante
activo. Posteriormente, el HCIO> oxida los grupos aldehidos a carboxilo, reduciéndose a acido
hipocloroso (HCIO) y finalmente a cloruro (CI). Este mecanismo ha sido ampliamente estudiado
y descrito en la literatura, como en el trabajo de Johnson y Nicholson (1976), quienes detallan la
oxidacion de aldehidos a acidos carboxilicos utilizando HC1O2 en medio 4cido. El control del pH
durante la post-oxidacién es critico por varias razones. Un pH acido (3-4) favorece la formacion
de HCIOz, el agente oxidante activo. Ademas, un pH demasiado bajo puede provocar la hidrolisis
de las cadenas celuldsicas, mientras que un pH alto puede desactivar el HCIO,. Finalmente, en
medio 4cido, los grupos carboxilo permanecen protonados, lo que facilita su cuantificacion

mediante técnicas como la titulacion conductimétrica (Yang et al., 2016).
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Figura 3

Reaccion de oxidacion con aldehidos

( )

RCHO + HCIO, —— RCOOH t HCIO

HCIO + 2HCIO, —> 2Cl0, + HCl 4+ H,0

RCHO + 3HCIO, — RCOOH + HCl + 2ClO, + H,0

Nota: adaptado de (Yang et al., 2016)
La cuantificacion de los grupos aldehidos se realiza mediante la diferencia entre el grado
de oxidacion (DO) después de la post-oxidacion y el DO inicial. Este método ha demostrado ser
altamente reproducible y proporciona informacion valiosa sobre la eficiencia de la oxidacion

inicial mediada por TEMPO (Mishra et al., 2012a; Saito & Isogai, 2004).

2.7 Hidrogeles

Los hidrogeles son materiales poliméricos caracterizados por una alta capacidad de
retencion de agua, gracias a su estructura tridimensional formada por redes entrecruzadas de
polimeros. Esta red permite absorber y retener grandes cantidades de agua u otros liquidos, a la
vez que proporciona una excelente compatibilidad con tejidos biologicos. Debido a estas
propiedades, los hidrogeles se consideran materiales versatiles con aplicaciones ampliamente
desarrolladas en medicina y en la industria farmacéutica (Akhtar et al., 2016).

En este contexto, las nanofibras de celulosa (NFC) se han consolidado como una alternativa
prometedora para la elaboracion de hidrogeles, ya que presentan una alta relacion de aspecto y
mayor ductilidad en comparacion con otros materiales (Lehtonen et al., 2020). Las NFC pueden
formar redes interconectadas mediante reticulacion fisica, facilitada por los extensos enlaces de

hidrégeno presentes en su estructura, lo que favorece la formacion de hidrogeles estables. Ademas,
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mediante un proceso de liofilizacidon, estos hidrogeles pueden transformarse en aerogeles,
ampliando atin mas su gama de aplicaciones (Dong et al., 2013).

Los hidrogeles basados en NFC pueden sintetizarse a través de diversos métodos, siendo
uno de los mas comunes la polimerizacion por radicales libres. En este proceso, un precursor de
polimero se mezcla con NFC para inducir el entrecruzamiento quimico del polimero alrededor de
las nanofibras, formando asi una red s6lida y funcional (Dong et al., 2013). Adicionalmente, se ha
reportado que los grupos funcionales presentes en la nanocelulosa, como los aldehidos y los
hidroxilos, juegan un papel clave en la reduccion de especies metélicas y en el crecimiento

controlado de NPs (Ovalle-Serrano et al., 2020).

2.8 Nanoparticulas de plata

Las AgNPs cuyo didmetro varia entre 5 y 100 nm, son conocidas por sus fuertes
propiedades antibacterianas, ademas de sus caracteristicas eléctricas, quimicas y fisicas Unicas,
que las hacen ttiles en una variedad de aplicaciones. Especialmente en la administracién de
farmacos (Padmavathi et al., 2023).

La sintesis de las NPs de plata suele involucrar la reduccion quimica de sales de plata,
como el nitrato de plata, en presencia de agentes reductores. Estos agentes reductores comunes
incluyen el borohidruro de sodio, el citrato de sodio y otros compuestos quimicos que
desencadenan la formacion de AgNPs. Sin embargo, estos procesos presentan desventajas como
el uso de reactivos peligrosos, alto consumo de energia y costos elevados. Para abordar estas
limitaciones, se han desarrollado métodos mas sostenibles conocidos como “sintesis verdes”, en
los cuales utilizan extractos de plantas, bacterias u otros agentes bioldgicos como reductores y
estabilizadores en la sintesis, reduciendo asi el consumo de energia y el uso de contaminantes

(Dhaka et al., 2023).
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Los aldehidos pueden funcionar como agentes reductores de los iones de plata (Ag") para
convertirlos en plata metélica (Ag®). Esto se debe a la capacidad de los aldehidos de donar
electrones en una reaccion redox. En este proceso, el aldehido se oxida a su forma correspondiente
de acido carboxilico, mientras que los iones de plata se reducen a atomos de plata metalica. Un
ejemplo de reactivo utilizado es el reactivo de Tollens, que consiste en una solucién alcalina de
iones de plata (Ag") acomplejado con amoniaco (NH3), que mantiene los iones de plata (Ag") en
solucion. Cuando el reactivo de Tollens oxida un aldehido, los iones de plata se reducen a plata

libre (Ag’) como se observa en la Figura 4 (Autino J. et al., 2013).

Figura 4
Mecanismo oxidacion de aldehidos utilizando el reactivo de Tollens
r ~N

O O

| AsNH || age

C > C

NH;
R/ \H R/ \OH

Nota: Adaptado de (Autino J. et al., 2013).

3 ANTECEDENTES

La obtencién de biocompuestos hibridos que ofrecen soluciones en diversas areas de
aplicacion es un campo de creciente interés. En multiples disciplinas cientificas se ha priorizado
la investigacion sobre las fuentes de obtencion de estos biocompuestos y su posterior hibridacién
con el objetivo de ampliar su funcionalidad. Un ejemplo destacado son los hibridos con AgNPs,
cuya incorporacion permite conferir propiedades antimicrobianas y antifingicas en matrices
poliméricas. Sin embargo, uno de los principales desafios ha sido el desarrollo de rutas verdes para

su sintesis. En este contexto, las investigaciones se han enfocado inicialmente en la produccion de
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NFC, a partir de la funcionalizacion de celulosa mediante métodos oxidativos, como el proceso
mediado por TEMPO.

Diversos estudios han empleado la metodologia de oxidacion TEMPO para aislar NFC a
partir de distintas fuentes lignocelulosicas (Martinez-Ramirez et al., 2023). Un ejemplo destacado
es el trabajo de Ovalle-Serrano, Gomez, et al (2018), quienes aislaron NFC a partir de estopa de
fique mediante oxidacion TEMPO, siguiendo procedimientos similares a los descritos por Saito &
Isogai (2004). En su estudio, lograron introducir grupos carboxilato de sodio (-COONa), los cuales
fueron cuantificados mediante titulaciones conductimétricas, obteniendo un grado de oxidacion
(DO) de 0,27 y una densidad de carga superficial () de 1,6 mmol/g de celulosa. Es importante
sefialar que estos resultados se obtuvieron a partir de estopa de fique previamente deslignificada,
lo que resalta la necesidad de realizar tratamientos previos similares en otras fibras vegetales para
facilitar la oxidacién (Ovalle-Serrano et al., 2018; Saito & Isogai, 2004).

De manera similar, Puangsin et al. (2013) evaluaron otras fuentes vegetales para la
obtencion de celulosa, como cafnamo, bambu y bagazo, reportando valores de ¢ superiores a 1,2
mmol/g de celulosa. Todos estos estudios coinciden en que dichas materias primas son adecuadas
para el aislamiento de nanocelulosa (Puangsin et al., 2013).

Las reacciones via TEMPO, también pueden discernir por cambios en la concentracion de
los reactivos, asi como en la temperatura, tiempo de reaccidon y procesos de desintegracion
mecanica. [fuku et al (2009) emplearon una oxidacion TEMPO con 5,0 mmol de NaClO por gramo
de CB, obteniendo un contenido de grupos carboxilato de 0,84 mmol/g y fibras con didmetros
entre 50 y 100 nm, determinados mediante microscopia electronica. En contraste, Ono et al (2022)
utilizaron concentraciones mayores de NaClO (10 y 5 mmol/g de CB), alcanzando contenidos

carboxilato de 1,5 y 1,6 mmol/g de CB, respectivamente. Sin embargo, en este caso, las fibras
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presentaron didmetros considerablemente mayores, en el rango de 2-3 pm, observados por
microscopia electronica de transmision. En ambos estudios, el andlisis por difraccion de rayos X
revel6 que la fase cristalina predominante era la celulosa Ia (Ono et al., 2022a).

La oxidacion TEMPO también ha sido aplicada exitosamente a biomasa residual
proveniente de fuentes no convencionales como céascara de coco, hojas de maiz, rastrojo de pifia y
cascarillas de trigo y arroz. Autores como Araya-Chavarria et al (2022), Du et al (2016), S. H.
Hassan et al (2021), Nakamura et al (2019) reportaron contenidos de grupos carboxilato en rangos
de 0,3 a 1,7 mmol/g de celulosa tras la oxidacion. A diferencia de la CB, el aislamiento de CV a
partir de biomasa lignocelulosica requiere pretratamientos previos, usualmente mediante
tratamientos alcalinos, con el fin de eliminar la lignina y permitir un acceso mas eficiente de los
agentes oxidantes a la celulosa, aumentando asi el rendimiento del proceso (Kaffashsaie et al.,

2021).

Un aspecto clave en la obtencion de NFC es el método de desintegracion aplicado posterior
a la oxidacion. En este contexto, los estudios mencionados han utilizado diversas tecnologias,
como homogenizadores, sonicadores, microfluidizadores y molinos de disco, logrando obtener
NFC con diametros menores a 100 (Araya-Chavarria et al., 2022; Du et al., 2016; Hassan et al.,
2021; Nakamura et al., 2019.

Ademas de los avances en la oxidacion via TEMPO aplicada tanto a CB (Ono et al., 2022)
como a CV; se ha prestado creciente atencidén a la cuantificacion de los grupos funcionales
generados durante el proceso, particularmente los grupos aldehidos. Esta cuantificacion resulta
crucial para entender la eficiencia de la oxidacion y el comportamiento posterior del material, por

ejemplo, en la sintesis de nanofibras o en la formacion de hidrogeles (Ovalle-Serrano et al., 2020).
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El contenido de grupos aldehidos en materiales celuldsicos esta estrechamente relacionado
con el grado de oxidacion. Histéricamente, los primeros métodos para su cuantificacion se basaron
en técnicas colorimétricas, como la reaccion de Schiff, que emplea fucsina basica como reactivo.
Sin embargo, estos métodos presentaban limitaciones significativas en cuanto a selectividad y
reproducibilidad (Jungreis & Ben-Dor, 1980). Con el avance de la quimica de polimeros, se
desarrollaron métodos indirectos mas confiables, destacindose la post-oxidacion con clorito de
sodio (NaClO), una técnica ampliamente difundida por Isogai y colaboradores (2011) a inicios de
la década del 2000. Este procedimiento se ha consolidado como una herramienta estdndar para la
cuantificacion indirecta de grupos aldehidos en celulosa oxidada, ya que permite inferir su
presencia a partir del aumento en el grado de oxidacion, atribuible a la conversion de grupos
aldehidos a carboxilato. Un ejemplo de su aplicacion lo reporta Calderén-Vergara et al. (2020),
quienes realizaron procesos de post-oxidacion y observaron un incremento de hasta un 40 % en el
contenido de grupos carboxilato como resultado de la conversion de grupos aldehidos.

Durante la reaccion TEMPO, se genera una mezcla de grupos carboxilo y aldehido, ya que
la oxidacion del grupo hidroxilo primario a 4cido carboxilico puede quedar incompleta. Por esta
razdn, la post-oxidacion con NaClO, se utiliza para convertir los aldehidos remanentes en
carboxilos, permitiendo su cuantificacion diferencial y mas precisa (Corey et al., 1968; Saito &
Isogai, 2004). Este procedimiento resulta esencial en investigaciones centradas en la
funcionalizacion de nanocelulosa, ya que el contenido y tipo de grupos funcionales presentes
condicionan tanto la eficiencia de dispersion como su capacidad de interaccion con otros
compuestos, como NPs metalicas.

En la busqueda de materiales ecologicamente amigables y con bajo requerimiento

energético para combatir infecciones bacterianas, la combinacion de las NFC con AgNPs se ha
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consolidado como una de las alternativas mas prometedoras. Esta sinergia no solo aprovecha la
alta pureza, biocompatibilidad y estructura nanofibrilar de las NFC, sino que también permite una
liberacion controlada y sostenida de iones de plata, conocidos por su amplio espectro
antimicrobiano. De acuerdo con Sanguifiedo et al (2018), esta liberacion gradual optimiza la accién
biocida de las AgNPs, manteniendo su eficacia frente a diversos patégenos y reduciendo la
posibilidad de desarrollar resistencias microbianas. Este enfoque resulta particularmente valioso
en aplicaciones biomédicas, donde se requiere una accidon prolongada y segura sin comprometer
la integridad de los tejidos (Raina et al., 2022; Sanguiniedo et al.,2018).

La sinergia entre la celulosa oxidada con TEMPO y las AgNPs sintetizadas
bioldgicamente, representa un remedio ecoldgico alternativo para controlar las enfermedades
acudticas sin un impacto grave en el medio ambiente. El método consiste en obtener la celulosa
oxidada con TEMPO vy posteriormente sumergirla en una solucion acuosa de nitrato de plata
(AgNO3) con una concentracion final de 1 mM y un pH de 6, sin la adicion de agentes reductores.
Esta inmersion se lleva a cabo durante la noche a una temperatura de 40 °C en un ambiente oscuro.
Luego, la membrana sumergida se somete a un proceso de purificacion utilizando agua desionizada
(Elayaraja et al., 2021).

Ifuku et al (2009) introdujo grupos carboxilato en la superficie de CB oxidada mediante
TEMPO, estos grupos carboxilato actian como anfitriones para la introduccion de iones metalicos
mediante una reaccion de intercambio 16nico (Ifuku et al.,2009). En este proceso, la sal de sodio
de CB oxidada (Cell-Na+) se sustituye por la sal de plata (Cell-Ag+) en una solucion acuosa de
AgNO3 con una concentracion de 1,0 mol/COONa. El intercambio i6nico se realiza en
condiciones de oscuridad, y durante esta etapa, no se observa un cambio de color en la ldmina de

CB. Posteriormente, la reduccion de la celulosa Cell-Ag+ a AgNPs se lleva a cabo mediante
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calentamiento a 100 °C. Obteniendo asi el cambio de color a marrén de la lamina de CB a causa
del tratamiento térmico, mostrando que hubo una reduccion térmica lo que resultd en una
produccion de particulas de plata sobre la CB, usando como huéspedes los grupos carboxilato.

El uso de estos nanocompuestos como agentes reductores y estabilizantes para este tipo de
NPs inorganicas, resultod en la formacion de hidrogeles, segiin Ovalle-Serrano et al (2020), estas
TOCN pueden actuar simultdneamente como agentes reductores y estabilizantes, permitiendo la
reduccion in situ de iones plata (Ag") sin necesidad de afiadir reactivos quimicos adicionales. En
particular, los grupos aldehido remanentes desempefian un papel clave en la reduccion de Ag*,
promoviendo la formacién de AgNPs y su incorporacion uniforme dentro de la red tridimensional
del hidrogel TOCN/AgNPs (Ovalle-Serrano et al., 2020).

Investigaciones previas han evidenciado que los aldehidos resultan eficaces como agentes
reductores en la sintesis de NPs metalicas, dado que poseen potenciales de reduccion inferiores en
contraste con los metales. Esto los posiciona como superiores agentes reductores en comparacion
con los grupos hidroxilo (Gu et al., 2018). Por lo tanto, se sugiere que en la nanocelulosa oxidada
mediante TEMPO, son los grupos aldehidos los que cumplen la funcién de agentes reductores para
la plata, como se observa en la Figura 5.

Figura 5
Representacion general de la reaccion redox en la oxidacion de aldehidos utilizando el ion Ag™

como agente oxidante

(Ag'aq) + ¢ o Ag%,
RCHO(aq) + H,0 » RCOOH(aq) +2H" + 2¢’

RCHO(aq) + 2Ag" + H,O —> RCOOH(aq) + 2Ag(s) 2H"

Nota: Adaptado de (Flowers et al., 2022).
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4 METODOLOGIA

4.1 Limpieza y pretratamiento

4.1.1 Celulosa bacteriana

La CB fue suministrada por el grupo de investigacion, la cual es producida mediante un
proceso de fermentacion estatica, utilizando como fuente de carbono exudado del mucilago de
cacao y una cepa bacteriana Gluconacetobacter xylinus. Una vez obtenida la celulosa, se lavd con
agua, posteriormente fue esterilizada mediante tratamiento térmico con vapor de agua en autoclave

a 121°C durante 20 min para remover el medio de cultivo. (Saavedra Sanabria et al., 2020).

4.1.2 Celulosa vegetal

El raquis de palma de aceite fue suministrado por Extractora Central, ubicada en Puerto
Wilches, Santander, Colombia. Inicialmente, el material fue lavado con abundante agua y
posteriormente secado a temperatura ambiente durante 24 horas. Las fibras obtenidas mediante
este procedimiento fueron etiquetadas como “fibras crudas”. Estas se sometieron a un proceso de
deslignificacion, con el objetivo de remover principalmente lignina y hemicelulosa, dejando
expuesta la celulosa para su posterior oxidacion. Para ello, se trataron 15 g de fibra cruda en 300
mL de una solucion al 10% p/p de perdxido de hidrégeno (H20.), ajustando el pH a 11,5 mediante
la adicidén de una solucion de hidroxido de sodio (NaOH). La mezcla se calent6 a 70 °C durante
120 minutos. Posteriormente, las fibras deslignificadas fueron filtradas, lavadas con agua
desionizada y secadas a 60 °C durante 24 horas. Finalmente, las fibras secas fueron cortadas y
almacenadas para su uso en ensayos y analisis posteriores. El procedimiento se resume en la

Figura 6. (Martinez-Ramirez et al., 2023a; Ovalle Serrano & Combariza Montafiez (DIR), 2012).
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Figura 6

Procedimiento de deslignifacion de fibra de Raquis de palma de aceite

i

~ Calentaniento &
[ Fibras crudas ] 70°C,120min Secado a 60°C, 24h [ Fibras J

deslignificadas

4.2 Reaccion de oxidacion con tempo

La oxidacion de la CB y la CV se llevo a cabo utilizando la reaccion via TEMPO, siguiendo
las metodologias descritas por Martinez-Ramirez et al (2023) y Ovalle-Serrano, Gémez et al
(2018). Para ello, se prepar6 una suspension al 1 % (p/v) de CB o CV, segun correspondiera, en
100 mL de agua desionizada. Posteriormente, se afiadieron 0,016 gde TEMPO y 0,01 g de bromuro
de sodio (NaBr), previamente disueltos en 10 mL de agua. La mezcla se mantuvo bajo agitacion
constante mientras se incorporaba gradualmente hipoclorito de sodio (NaClO), en una proporcion
molar de 1:4 con respecto a la celulosa. La reaccion se llevd a cabo en un bafio ultrasdnico
operando a 40 kHz y 130 W de potencia. Durante el proceso, se controld el pH a un valor constante
de 10,5, mediante la adicién de soluciones de NaOH o HCI 1 M, segiun fuera necesario. La
oxidacion se considerd finalizada una vez se estabilizo el pH, momento en el cual la reaccion fue
detenida mediante la adicion de etanol. Finalmente, la suspension oxidada fue centrifugada a 5000

rpm durante 10 minutos, seguida de sucesivos lavados con agua desionizada hasta alcanzar pH
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neutro, con el fin de eliminar los residuos de reactivos. El material resultante se reservé para su

posterior desintegracion mecanica (Martinez-Ramirez et al., 2023a; Ovalle-Serrano et al., 2018).

4.3 Desintegracion mecanica

La desintegracion mecénica se realizo utilizando una sonda ultrasonica operada a una
amplitud del 40% durante 10 min con pulsos 1:1 y a temperatura ambiente. La celulosa
nanofibrilada fue almacenada a 4°C para su caracterizacion y posterior uso. (Diaz Serrano et al.,

2018).

4.4 Post-oxidacion

El procedimiento de post-oxidacion de TOCN se realizé siguiendo metodologias similares
a las reportadas por Mishra et al (2012) y Calderon-Vergara et al (2020). Para ello, se pesaron 2 g
de TOCN y se mezclaron con 20 mL de una solucion de clorito de sodio (NaClO.) al 24 % p/p,
previamente acidificada con 4cido acético diluido hasta alcanzar un pH entre 3 y 4. Este ajuste de
pH tuvo como objetivo minimizar la hidrélisis de las nanofibras durante la reaccion.

Posteriormente, la suspension fue diluida con agua destilada hasta obtener una
concentracion final de 1 % p/v de celulosa. La mezcla resultante se calenté a 50 °C y se mantuvo
bajo agitacion constante durante 2 horas.

Finalizada la reaccidn, el sistema se dejo enfriar a temperatura ambiente. Las TOCN post-
oxidadas (TOCN-R) fueron purificadas mediante sucesivos lavados con agua, empleando
filtracion por gravedad o vacio, con el propdsito de eliminar completamente los reactivos
residuales y subproductos. Este procedimiento tuvo como objetivo modificar los grupos aldehidos

generados durante la oxidacion parcial de los grupos hidroxilo en la reaccion TEMPO. Cabe
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destacar que el incremento en el contenido de grupos carboxilo se correlaciona directamente con

la cantidad de grupos aldehidos presentes en la TOCN (Calderdn-Vergara et al., 2020).

4.5 Sintesis de hidrogeles hibridos.

Los hidrogeles basados en nanofibras de celulosa oxidadas por TEMPO y nanoparticulas
de plata (TOCN/AgNPs, TOBN/AgNPs) se sintetizaron mediante una adaptacion del protocolo
descrito por Ovalle-Serrano et al (2020). Para su preparacion, se colocaron 10 mL de una
suspension acuosa de celulosa oxidada (TOCN y TOBN) al 0,8 % p/v en un tubo de ensayo.

Seguidamente, se anadieron cuidadosamente 5 mL de agua desionizada, goteando
lentamente por las paredes del tubo para evitar perturbaciones en la dispersion. Paralelamente, se
prepard una solucion de nitrato de plata (AgNO3) en 5 mL de agua desionizada, utilizando
relaciones molares de 1:3, 1:4 y 1:6 de (COOH:AgNO:3) presentes en la celulosa oxidada (TOCN
y TOBN) e iones Ag".

Luego de un periodo de espera de 10 minutos, la solucion de AgNO3 se incorporo
lentamente por las paredes del tubo. La mezcla fue posteriormente calentada en un bafio de aceite
mineral a 60 °C durante 28 horas, promoviendo la reduccion in situ de los iones Ag* y la formacion
de AgNPs dentro de la red tridimensional del hidrogel.

Finalizada la reaccion, los hidrogeles obtenidos fueron transferidos a un vaso de
precipitados con agua desionizada, la cual se renové cada 12 horas durante un periodo total de 48
horas. Este procedimiento tuvo como objetivo eliminar el exceso de AgNOs no reaccionado y

asegurar la pureza del material final (Martinez-Ramirez et al., 2023; Ovalle-Serrano et al., 2018).
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4.6 Caracterizacion

4.6.1 Titulacion conductimétrica

El contenido de carboxilato en las muestras de celulosa se determind mediante valoracion
conductimétrica. Las muestras analizadas incluyeron: celulosa bacteriana lavada (CB), celulosa
vegetal proveniente del raquis (CV), celulosa bacteriana oxidada (TOCBN), celulosa vegetal
oxidada (TOCN), y sus respectivas muestras post-oxidadas (TOCBN-R y TOCN-R) (Isogai et al.,
2011). Para el procedimiento, se suspendieron 50 mg de cada muestra en una solucién de HC10.01
M hasta alcanzar un pH de 2, y la mezcla se agitd durante 10 minutos para garantizar la protonacion
de los grupos carboxilato. Posteriormente, la solucién se titulé6 con NaOH 0.01 M, registrando
simultaneamente la variacion en la conductividad utilizando un conductimetro Orion4STAR de
Thermo Scientific y el pH con un pH-metro Hanna. El monitoreo simultaneo del pH permitioé una
determinacion mas precisa de los puntos de equivalencia, ya que complementa los datos
conductimétricos al identificar con mayor exactitud los cambios en la concentracion de iones H*
durante la neutralizacion de los grupos carboxilo (Sichinga et al., 2022).

La valoracion conductimétrica gener6 una curva caracteristica con dos puntos de inflexion.
El primer punto correspondi6 a la neutralizacion del 4cido fuerte (HCl), evidenciado por una
disminucion pronunciada en la conductividad debido al reemplazo de los iones H' por iones Na®.
El segundo punto de inflexion indicd la neutralizacion de los grupos carboxilicos (-COOH),
caracterizado por un periodo en el que la conductividad permanecio relativamente constante. Una
vez completada la neutralizacién de ambas especies 4cidas, se observd un incremento en la
conductividad atribuido al exceso de iones OH™ provenientes de la base titulante (Ovalle-Serrano

et al., 2018, 2020).
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La cuantificacion del grado de oxidacion (DO) y la densidad de carga superficial (o) se

realiz6 utilizando las siguientes ecuaciones (1) y (2):

162(V2 - Vl)C

DO =
m—36(V, —V;)c

ey

V=V
o= —
m

(2)

Donde c es la concentracion del NaOH, Viy V2 son la cantidad de NaOH, m es la masa de
la muestra de POBN (en g), 162 es el peso molecular de una unidad de anhidroglucosa (AGU) y
36 a la diferencia de peso entre AGU y acido glucuroénico (198 g/mol).

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado para asegurar la reproducibilidad de
los resultados y establecer las diferencias en el grado de oxidacion entre la CB y CV, tanto en su

estado puro como oxidado.

4.6.2 Dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial z

La distribucion de tamanos de particula y la estabilidad coloidal (potencial zeta) de las
suspensiones de TOCN y TOCBN se evaluaron mediante Dispersion de Luz Dindmica (DLS),
utilizando un equipo Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, UK), equipado con una fuente laser
de He-Ne (A = 632,8 nm).

Las muestras se prepararon a una concentracion de 0,001 M, fueron sometidas a sonicacion
para asegurar su adecuada dispersion, y posteriormente se depositaron en celdas desechables de
poliestireno tipo DTS0012 para la medicién de distribucion de tamafios de particula. Para el
analisis del potencial zeta, se emplearon celdas desechables de policarbonato transparente tipo

DTS1060/1061.
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Durante cada medicion, se determinaron parametros como la absorbancia a la longitud de
onda del laser y el indice de refraccion de las suspensiones, garantizando la precision de los

resultados obtenidos.

4.6.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para corroborar la formacion de AgNPs y la estructura de los hidrogeles hibridos, se realizo
un andlisis morfologico mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Las muestras se
analizaron en un microscopio electronico JSM-6490 (JEOL) con un voltaje de aceleracion de 20
kV y una distancia de trabajo de 10 mm, utilizando el detector BEC (Backscattered Electron
Contrast).

Se evaluaron dos tipos de muestras: TOCN (Tempo-Oxidized Cellulose Nanofibers) y
TOBCN (Tempo-Oxidized Bacterial Cellulose Nanofibers), tanto en su forma original como
tratadas con AgNOs. Para cada una, se realizaron analisis a diferentes aumentos con el fin de
obtener informacion detallada sobre su morfologia y la distribucion de las AgNPs. Las imagenes
obtenidas presentan escalas de 100 um y 10 um, con tamafios de pixel variables, adecuados para

el analisis detallado de la morfologia y la presencia de AgNPs en los hidrogeles hibridos.

4.6.4 FTIR-ATR Espectroscopia de infrarrojo transformada de fourier con
reflectancia total atenuada

La toma de los espectros infrarrojos se realizd en el espectrofotometro infrarrojo de
transformada de Fourier FTIR-ATR marca Bruker-Tensor 27 utilizando el aditamento de ATR
marca Bruker A225/Q Platinium con cristal de diamante de indice de refraccion 2. El espectro IR
se tomo en el intervalo de 4000 a 400 cm-1 con resolucion de 2 cm-1, velocidad de 2.2 kHz y 32

scans. Los espectros se graficaron utilizando el programa OriginPro.
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4.6.5 Difraccion de rayos X (DRX)

Con el fin de analizar la estructura cristalina de los materiales celuldsicos, se utilizo la
técnica de difraccion de rayos X (DRX). Las muestras fueron analizadas en un difractometro marca
Bruker modelo D8 DISCOVER con geometria DaVinci de haz paralelo, radiacion CuKal y un
detector de area VANTEC-500 (Bruker Corporation, s.f.). Los difractogramas obtenidos se
graficaron utilizando el programa OriginPro.

Para determinar como la cristalinidad se vio afectada por los diferentes tratamientos
quimicos y mecanicos durante el proceso de aislamiento y modificacion de las NFC, se utilizo el
parametro denominado indice de cristalinidad (Crl, crystallinity index) (Segal et al., 1959). Este
indice describe la cantidad relativa de material cristalino que posee la celulosa en base a la

intensidad de las sefiales de DRX. El Crl se calculé mediante la ecuacion (3) (Park et al., 2010):

— IOOZ - IAM

Crl 3)

1002

Donde:

Ioo2: Es la intensidad del pico cristalino correspondiente al plano 002, que aparece en el
difractograma en un angulo 26 entre 22° y 23°.
Iam Es la intensidad de la senal amorfa, que se encuentra en el minimo del difractograma en un

angulo 20 entre 18 y 19°.

4.6.6 Fluorescencia de rayos X (FRX)

Para determinar la composicion elemental de las muestras, se empled la técnica de
fluorescencia de rayos X (FRX) mediante un espectrometro BRUKER modelo S8 TIGER. El

analisis se realizd bajo condiciones experimentales especificas que garantizan la precision y
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confiabilidad de los resultados. Se utilizé un voltaje variable entre 20 kV y 60 kV, con una
corriente en el rango de 10 mA a 135 mA. La deteccion de los elementos se llevo a cabo mediante
un detector de centelleo para elementos pesados y un detector de flujo para elementos livianos.
Ademas, el equipo contd con un gonidmetro de alta precision y operd en una atmoésfera de helio
para minimizar la absorcion de la radiacion. Se empled una mascara de 34 mm y una fuente de
radiacion de rodio (Rh), mientras que el procesamiento de los datos se realiz6 mediante el método
de analisis QUANT EXPRESS. Estas condiciones experimentales permitieron una caracterizacion
detallada de la composicion elemental de las muestras, asegurando la deteccion de un amplio rango

de elementos con alta sensibilidad y exactitud.

S RESULTADOS

5.1 Caracterizacion de la celulosa modificada

5.1.1 Titulacion conductimétrica

Una vez oxidadas las muestras de CB y CV mediante la reaccion de oxidacion via radical
TEMPO vy posteriormente tratadas/post oxidadas con NaClO., se procedi6 a cuantificar los grupos
carboxilato. En la Tabla 2 se presentan los resultados de la titulaciéon conductimetria para las
muestras de CB y CV, asi como sus respectivas formas oxidadas y post-oxidadas.

Se observé un comportamiento diferencial en la eficiencia de la oxidacion mediada por
TEMPO entre ambas fuentes de celulosa, atribuible a sus caracteristicas estructurales y grado de
orden molecular. La CV mostré una mayor eficiencia oxidativa (ADO = 0,164) en comparacion
con la CB (ADO = 0,047), lo cual puede explicarse por su menor cristalinidad (55-65%), estructura
mas abierta y presencia de zonas amorfas accesibles, que favorecen la conversion de los grupos

hidroxilo en C6 a grupos carboxilo (Lin & Dufresne, 2014). En contraste, la CB, caracterizada por
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una cristalinidad superior (80-90%) y una red nanofibrilar densa y compacta, presentd una
oxidacion mas superficial, limitada por la baja accesibilidad de los reactivos al interior de la fibra
(Arévalo Gallegos, 2016).

Durante la post-oxidacion con NaClOz, se observo que la CB presentd un mayor contenido
de grupos aldehidos remanentes (0,078 mmol/g), en comparacion con la CV (0,051 mmol/g). Este
resultado indica que la compactacion estructural de la CB impide una conversion completa de
grupos aldehidos a grupos carboxilato durante la oxidacion inicial (Isogai & Bergstrom, 2018).

Estas diferencias estructurales influyen directamente en parametros como la densidad de
carga superficial, estabilidad térmica y propiedades mecénicas. La CV, con un mayor contenido
de grupos carboxilo, tiende a dispersarse con mayor facilidad y forma peliculas mas uniformes
(Saito & Isogai, 2005), mientras que la CB mantiene una mayor integridad estructural y un alto
grado de orden molecular (Singhsa et al., 2018).

Por tanto, la eleccion de la fuente de celulosa debe considerar estas caracteristicas
intrinsecas para la optimizacion de los procesos de modificacion quimica, en funcion del tipo de

aplicacion deseada (Klemm et al., 2018; Rol et al., 2019).
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Tabla 2

Grado de oxidacion y cantidad de carboxilato medido para diferentes tipos de celulosa vegetal y

bacteriana

Ensayo mmol
Muestra DO

4h 1:4 COOH

Blanco 0,046 0,28
Celulosa vegetal TEMPO 0,210 1,24
(raquis)

NaClO 0,261 1,52

Blanco 0,093 0,56
Celulosa Bacteriana TEMPO 0,140 0,84
(mucilago de cacao)

NaClO 0,218 1,28
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Por otra parte, en este trabajo se obtuvieron DO de 0,210 para CV y de 0,140 para CB, asi
como un ¢ de 1,24 mmol COOH/g de celulosa y 0,84 mmol COOH/g de celulosa, respectivamente,
tras la oxidacion via TEMPO. Estos valores son consistentes con los reportados en la literatura. En
el caso de la CB, otros autores han informado contenidos de grupos carboxilo entre 1,0 y 1,7 mmol
COOH/g (Ono et al., 2022b, 2024). Para la CV, se han reportado grados de oxidacion entre 0,17 y
0,27, y contenidos de carboxilos en un rango de 1,0 a 1,6 mmol COOH/g de celulosa (Martinez-
Ramirez et al., 2023b; Ovalle-Serrano et al., 2018; Puangsin et al., 2013; Sharma et al., 2024).

Posteriormente, las muestras fueron sometidas a un proceso de post-oxidacion con clorito
de sodio (NaClO2), lo que permitié incrementar significativamente el contenido de grupos
carboxilo. En el caso de la CV, el contenido aumento6 de 1,24 a 1,52 mmol COOH/g de celulosa,
mientras que para la CB se increment6 de 0,84 a 1,28 mmol COOH/g. Este aumento confirma la
conversion parcial de los grupos aldehido generados durante la oxidacion TEMPO en grupos
carboxilo, lo cual es consistente con lo reportado por Mishra et al (2012) y Calderon-Vergara et al
(2020), quienes observaron incrementos similares tras la aplicacion de este tratamiento. Estos
resultados evidencian la eficacia de la post-oxidacion como estrategia para cuantificar los grupos
aldehido en las muestras de TOCN y TOBCN ya que hubo un incremento de 0,24 mmol COOH/g
y 0,44 mmol COOH/g en el contenido de o, respectivamente. Este valor fue atribuido a la
conversion de grupos aldehidos presentes en las muestras de TOCN y TOBCN, lo que sugiere una
cantidad inicial equivalente de grupos —CHO en la celulosa oxidada. Dado que la CB presenta una
mayor concentracion de grupos aldehidos en comparacion con la CV, se espera que los hidrogeles
derivados de CB incorporen una mayor cantidad de plata. Esto se debe a que los grupos aldehidos
pueden reducir los iones Ag" a plata metalica (Ag® y/o facilitar su retencion mediante

interacciones superficiales y/o de coordinacion.
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5.1.2 Potencial Z

El potencial zeta es un parametro importante para evaluar la estabilidad de las dispersiones
coloidales, ya que muestra la magnitud de la repulsion electrostatica entre particulas cargadas en
un medio dispersante. Valores de potencial zeta superiores a +30 mV o inferiores a -30 mV indican
una alta estabilidad coloidal, mientras que valores cercanos a cero sugieren una tendencia a la
agregacion y floculacion de las particulas (Matusiak & Grzadka, 2017).

En este estudio, se analizaron dos muestras: TOCBN (0,01M) y TOCN (0,01M). La
muestra de TOBCN present6 un potencial zeta de -66,0 mV, mientras que la muestra de TOCN
mostr6 un valor de -65,3 mV. Ambos valores se encuentran muy por debajo del umbral de -30
mV, lo que indica una excelente estabilidad coloidal en ambas muestras. Esta estabilidad se
atribuye principalmente a la presencia de grupos cargados negativamente en la superficie de las
particulas, como los grupos carboxilo (COO"), que generan fuertes repulsiones electrostaticas y
evitan la agregacion (Derjaguin & Landau, 1993).

Ademas, la baja conductividad medida en ambas muestras (0,0592 mS/cm para TOCBN y
0,0107 mS/cm para TOCN) sugiere una baja concentracion de iones en el medio dispersante, lo
que contribuye a mantener la estabilidad del sistema. Estos resultados son consistentes con
estudios previos que han demostrado que la presencia de grupos funcionales anionicos en la
superficie de las particulas, como los grupos carboxilos, mejoran la dispersion al aumentar la
repulsion electrostatica (Gomez et al., 2017).

La estabilidad coloidal también puede verse influenciada por factores como el pH, la fuerza
ionica del medio y la naturaleza del dispersante. En este caso, las condiciones experimentales,
como la temperatura constante de 25,0 °C y el uso de agua como dispersante, favorecieron la

obtencion de valores de potencial zeta altamente negativos, lo que confirma la estabilidad de las
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dispersiones (ROBERT J. HUNTER, 1981). Esto sugiere que las repulsiones electrostaticas y
estéricas juegan un papel crucial en la estabilizacion de estas dispersiones, lo que las hace

adecuadas para aplicaciones que requieren una alta estabilidad coloidal, como la formacién de

hidrogeles o nanocompuestos (Mekkawy et al., 2017).

.
Figura 7
Potencial Z de las muestras de celulosa oxidadas mediante radical TEMPO
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -653 Peak1: -653 100,0 5,98
Zeta Deviation (mV): 5,98 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0107 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
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5.1.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las micrografias de microscopia electronica de barrido revelan la morfologia superficial y
la estructura interna de las nanofibrillas de celulosa sometidas a oxidacion con TEMPO. Se
exploraron muestras de TOCN y TOBCN, asi como nanocompuestos TOCN/AgNPs y
TOBCN/AgNPs, representadas respectivamente como A), B), C) y D), capturadas en aumentos de
500X, 5000X y 20000X.

En la Figura 8 se muestran las imagenes de las muestras A) TOCN y B) TOBCN, secadas
después de la oxidacion. En ambas imagenes se observa una estructura lisa, resultado de un secado
uniforme. La homogeneidad de esta estructura se debe a la uniformidad en el tamafio de las fibras
obtenidas mediante la oxidacion TEMPO. No obstante, en la Figura 8A> se aprecian
nanoestructuras distribuidas a lo largo de las fibras, las cuales, debido al origen de la muestra, se
asocian con nano silice provenientes del raquis, formando estructuras porosas (Martinez-Ramirez
et al., 2023). Por otro lado, en las figuras 8B; y 8B> se pueden observar las nanofibras de la
TOBCN, que también presentan una superficie lisa debido al proceso de oxidacion TEMPO.
Ademas, se puede notar la repulsion entre las fibras, resultado de los grupos aniénicos COO-, que

inducen repulsiones electrostaticas (Elayaraja et al., 2021).
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Figura 8
Micrografias SEM de celulosa oxidada con TEMPO
TOCN

SEMHV:300kV | WD:11.32mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 30.0 kV WO: 11.32mm MIRA3 TESCAN|
Det: SE 50 um View field: 27.7 ym Det: SE 5pm
x | Date(midly): 08114124 formancs nospace SEM MAG: 5.00 kx| Date(m/d)y): 0814124 Performance in nanospace

TOBCN

SEMHV:300KV | WD:11.66mm MIRAI TESCAN  SEM HV: 30.0 kV. WD: 11.66 mm MIRA3 TESCAN|
View field: 27.7 um Det: SE Sum View field: 6.92 ym Det: SE 2pm
SEM MAG: 5.00 kx| Date(midiy): 08114124 Performance in nanospace SEM MAG: 20.0 kx| Date(midiy): 08114124 Performance in nanospace

Nota. Donde A) TOCN B) TOBCN

La Figura 9 ilustra la sintesis in situ de AgNPs sobre la superficie de las nanofibrillas de
celulosa oxidada. Se observa la formacion tanto de NPs individuales con morfologia cuasi-esférica
como de agregados ramificados de mayor tamafio, lo que indica la capacidad de las nanofibrillas
para actuar como soporte y sitio de nucleacion para las AgNPs (Wu et al., 2018). La Figura 9C
muestra la interaccion de los aniones carboxilato con las particulas de plata, evidenciando un
control adecuado del crecimiento, el cual esta favorecido por la estabilidad proporcionada por el

resto de la fibra. Por otro lado, en la Figura 9D, se observa un crecimiento menos controlado,
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formandose aglomerados. Esto sugiere que se formaron puntos de nucleacion metal-carboxilato,
pero la nucleacion se centro en la formacion de sales tipo AgCIL.

Figura 9
Micrografias SEM de celulosa oxidada con TEMPO y AgNPs

i > 3 A7 o 4 Ly
SEMHV:30.0kV | : 10. MIRA3TESCAN  SEMHV:30.0kV ~ WD: 10.89 mm
View field: 277 pm View field: 27.7 pm Det: SE

SEMMAG: 500 x | Date(midiy): 08/14724 formance in nanospace SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/diy): 08/14724

SEM HV: 30.0 kV. WD: 10.69 mm |
View field: 277 ym Det: SE 50 ym
SEM MAG: 500 X Date{midy): 08/14/24 Performance in nanospace

Nota. Donde C) TOCN/AgNO3; D) TOBCN/AgNO3
5.1.4 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Los espectros FT-IR de la CV y CB, analizados tras la oxidacion con radical TEMPO y
funcionalizacién con nitrato de plata (AgNO3), revelaron sefiales caracteristicas de los grupos
funcionales presentes (Tabla 3). La CV se distingue de otros tipos de celulosa, como la bacteriana,

por la presencia de lignina (Kaffashsaie et al., 2021), lo que se refleja en sefiales especificas en los
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espectros FT-IR. Una de estas sefiales es la banda en 1730 cm™, que corresponde al estiramiento
(y) del grupo carbonilo (C=0) de grupos acetilo y hemicelulosa, caracteristica de la CV
(Kaffashsaie et al., 2021). Otra sefial distintiva es la observada en 1164 cm™, atribuida al
estiramiento asimétrico (y) del enlace C-O-C y a la vibracion esquelética del anillo de piranosa (V.
Dubey et al., 2002; Jiang & Hsieh, 2013). Estas sefiales no estan presentes en la CB, lo que permite
diferenciar claramente ambos tipos de celulosa.

En cuanto a las sefiales que comparten la CV y CB, se encuentran las siguientes: En el
rango de 3400-3200 cm™, se observa el estiramiento (y) de los grupos hidroxilo (-OH), asociado
con la formacidn de enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares (X. Chen et al., 2011; Salari et
al., 2019). En el rango de 3200-3500 cm™, se detecta el estiramiento OH en alcoholes y fenoles
(X. Chen etal., 2011; Zhao et al., 2015). La sefial en 2925 cm™ corresponde al estiramiento (y) de
enlaces C-H en grupos alifaticos, tipicos del metileno (Lojewska et al., 2005; Ruiz-Caldas et al.,
2022; Zhao et al., 2015). Las bandas en 1424 cm™ y 1320 cm ™! reflejan la flexion simétrica (9) del
grupo CH> y una combinacion de flexion balanceada del grupo CH» con el estiramiento del anillo
en C-6, respectivamente (Wang et al., 2015). La sefial en 1164 cm™, aunque mas prominente en la
CV, también puede observarse en la bacteriana, asociada al estiramiento asimétrico (y) del enlace
C-O-C (V. Dubey et al., 2002; Jiang & Hsieh, 2013). En el rango de 1029-1055 cm™, se identifican
vibraciones de estiramiento de los enlaces C-O en los carbonos C2, C3 y C6 (Lojewska et al.,
2005; Moran et al., 2008). La sefal en 1602 cm™ corresponde al estiramiento (y) de grupos
carboxilicos (C=0), presente en ambas formas de celulosa (Isogai et al., 2011; Jiang & Hsieh,
2013; Lojewska et al., 2005).

En la CV, la seial en 897 cm™ se atribuye a la vibracion del carbono anomérico Ci-H,

caracteristica de su estructura (X. Chen et al., 2011). En la CB, las senales en 664 cm™ y 553
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cm™’ corresponden a la flexion fuera del plano del enlace C-OH y al enlace glucosidico C-O-C,
respectivamente (Moran et al., 2008), las cuales no se aprecian en la CV.

Finalmente, tras la funcionalizacién con AgNQO3, se detectd una sefial caracteristica en el
rango de 1599-1405 cm™, asociada a interacciones entre el grupo carboxilato (COO") y los iones
de plata (Ag"). Esta sefial confirma la presencia de Ag"” en ambas formas de celulosa, aunque su
intensidad y posicion pueden variar dependiendo de la estructura de la celulosa (Zander et al.,
2014). Esta funcionalizacion es clave para aplicaciones en materiales avanzados con presencia de
AgNPs.

Figura 10
Espectros FT.IR

TOCN
TOCBN

Transmitancia

Transmitancia

TOCN/AgNQ3

TOCBN/AgNG3

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1) Numero de onda (cm-1)

Nota. Donde relacion molar COOH:AgNQOs fue para el hidrogel 1:6.
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Tabla 3

Caracterizacion FT-IR

Nimero de onda Grupo

Descripcié Ref .
[em-] Funcional escripcion eferencia
3400-3200 vO-H Estiramiento del grupo O-H. (X. Chen et al., 2011; Salari et al., 2019)
3200-3500 vO-H Estiramiento O-H de alcoholes y fenoles. (X. Chen et al., 2011; Zhao et al., 2015)
.. s (Lojewska et al., 2005; Ruiz-Caldas et
292 -H Est t 1 -H alifaticos.
925 vyC stiramiento de enlaces C-H alifaticos al., 2022: Zhao et al., 2015)
Flexion simétrica, balanceada del grupo
1424,1320 oCH, CH: en celulosa. (Wang et al., 2015)
1164 4C-O-C Estiranrli’ento as%métrico. y vibracion (V. Dubey et al.,, 2002; Jiang & Hsieh,
esquelética del anillo de piranosa. 2013)
897 C-H Vibracion del carbono anomérico Ci-H. (X. Chen et al., 2011)
1029-1055 C-0 Vibraciones C-O de los carbonos C2, C3 y (Lojewska et al., 2005; Moran et al.,
C6 2008)
664 C-OH Flexion fuera del plano del enlace C-OH (Moran et al., 2008)
Mor4 1,2
553 yC-O-C Flexion del enlace glucosidico (Mordn et al., 2008)
A. Isogai et al., 2011b; Jiang & Hsieh,
1602 COO0—, CO Estiramiento en acidos carboxilicos. ( & ) &
2013; tojewska et al., 2005)
o Interacciones entre el grupo carboxilato y
1599, 1405 COO Ag . (Zander et al., 2014)
los iones de plata (Ag").
1097 CC esti.ram%e.nto del enlace C-C en anillos de (S. Dubey et al., 2017)
polisacaridos o celulosa
1730 C=0 €=O  Estiramiento  de acetilo o pcaie et al., 2021

hemicelulosa
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5.1.5 Difraccion de rayos X (DRX)

La Figura 11 muestra el analisis de fases de los datos de DRX para las muestras de los
materiales celuldsicos. El analisis de DRX muestra picos entre 15°- 16° y 22,8° caracteristicos de
de celulosa tipo Ia y IS con planos en (100), (110) y (1-01) y (200) respectivamente (Sun et al.,
2023). La proporcion de estas disposiciones estructurales, triclinica y monoclinica, varia segun la
especie y la fuente de obtencion. Por ejemplo, la estructura lo predomina en la celulosa producida
por bacterias, mientras que la If es la forma dominante en la celulosa de origen vegetal, como es
el caso de la TOBCN y la TOCN (Saavedra-Sanabria et al., 2021). El patron de difraccion de rayos
X también exhiben los planos cristalograficos (111), (200) y (311) asociados a los respectivos
picos de difraccion 26 = 29,5, 32,1 y 35,4 correspondientes a la estructura cubica de AgCl como
lo indica el archivo JCPDS de la base de datos del PDF - 2 2021 obtenido por el programa
DIFRACC.EVA (Kota et al., 2017). La formacion de este material nanoparticulado podria estar
relacionada con la presencia de cloro en el medio, proveniente de NaClO consumido durante la
reaccion TEMPO. Asimismo, se pueden identificar sefiales en 20 = 19,6°, 24,2°, 29,6°, 31,8°,
32,7°,35,4°,40,1° correspondientes a AgNQOs3, esto coincide con lo reportado en el archivo JCPDS
N° 43-0649. Estos resultados indican que el AgNO3 fue anclado por los grupos carboxilo (-COO")
y aldehido (-CHO) de la celulosa oxidada, asi como por las nanofibras mediante enlaces de
coordinacion o electrostaticos. Sin embargo, la reduccion de Ag* a plata metalica no se identifico

por la presencia mayoritaria de los otros compuestos.
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Figura 11
Espectros DRX
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Nota. Donde relacion molar COOH:AgNQOs3 fue para el hidrogel 1:6.

5.2 Caracterizacion de los hidrogeles.

5.2.1 Fluorescencia de rayos X (FRX)

El analisis por fluorescencia de rayos X (FRX) se realiz6 para determinar la presencia y
concentracion de plata en muestras de hidrogel basados en TOCN y TOBCN. Los resultados
mostraron que ambas muestras estan compuestas principalmente por celulosa, con un contenido
superior al 99%. En el caso de la TOBCN, se observo una pureza del 100%, sin detectarse otros

oxidos o elementos en cantidades cuantificables. Por otro lado, la TOCN present6 un 99,40% de
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celulosa, junto con un 0,27% de silicio (Si) y trazas de elementos como rodio (Rh), azufre (S),
calcio (Ca), cobre (Cu), hierro (Fe), bromo (Br), niquel (Ni) y sus respectivos 0xidos (SiO2, SOs3,
Ca0, CuO, Fez03), los cuales pueden atribuirse a impurezas propias del material vegetal.

En cuanto a los hidrogeles con AgNPs, se observo una mayor concentracion de plata en la
TOBCN (0,27%) en comparacion con la TOCN (0,23%). Esta diferencia se atribuye a la mayor
proporcion de grupos aldehidos en el TOBCN, los cuales actian como agentes reductores mas
eficaces que los hidroxilos, favoreciendo la inmovilizacién de nanoparticulas de plata. También,
la mayor pureza de la CB, facilita un acoplamiento mas eficiente de las AgNPs. Ademas, la
estructura molecular de la CB, caracterizada por una alta cristalinidad (80-90%) (Abdelraof et al.,
2022; Saavedra-Sanabria et al., 2021) y una red nanofibrilar compacta, limita la accesibilidad de
los reactivos durante la oxidacion, lo que resulta en una mayor retenciéon de grupos aldehido
remanentes. Estos grupos actiian como sitios activos para la incorporacion de plata, favoreciendo
una mayor concentracion de este metal en los hidrogeles de TOBCN. En contraste, la CV, con una
estructura mas abierta y menor cristalinidad (55-65%) (Fouad et al., 2020; Galiwango et al., 2019),
presenta una oxidacion mas eficiente, lo que reduce la cantidad de grupos aldehido disponibles y,
por ende, limita la incorporacién de plata.

Ademas de la plata, se detectaron elementos minoritarios como silicio (Si) y azufre (S), se
sugiere que estos elementos podrian estar relacionados con el proceso de obtencion de la celulosa
0 con contaminantes naturales. Aunque estos elementos se encuentran en bajas concentraciones,
su influencia en las propiedades mecanicas y quimicas del material podria ser relevante para

futuras investigaciones (Xu et al., 2024).
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Tabla 4

56

Porcentaje cuantitativo de oxidos y elementos obtenidos mediante analisis FRX de las muestras

TOCN, TOBCN, TOCN/AgNO; y TOBCN/AgNO3

Muestra
Elemento/ Compuesto

TOCN TOBCN TOCN/AgNO3 TOBCN/AgNO3
C6H1005 99,40% 100,00% 99,60% 99,70%
Ag - - 0,23% 0,27%
Si 0,27% N.C 0,05% 77 PPM
Si02 0,58% N.C 0,11% 0,02%
Minoritarios
Rh - - 26 PPM 23 PPM
S - N.C 23 PPM 14 PPM
SO3 - N.C 56 PPM 35 PPM
Ca 35 PPM - 15 PPM -
CaO 49 PPM - 21 PPM -
Br 10 PPM N.C 4 PPM -
Fe 9 PPM - 7 PPM 8 PPM
Fe203 13 PPM - 10 PPM 12 PPM
Cu 7 PPM N.C 7 PPM 7 PPM
CuO 9 PPM N.C 9 PPM 9 PPM
Ni 4 PPM N.C 4 PPM -
NiO 4 PPM N.C 4 PPM -
Zn 3 PPM - - N.C
ZnO 3 PPM - - -
Ru N.C - - N.C

Nota. Donde relacion molar COOH:AgNOs fue para el hidrogel 1:6.
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Figura 12
Preparacion de hidrogeles TOBCN/AgNPs

A)

Nota. Dénde relacion molar COOH:AgNO3 A) 1:3,B) 1:4y C) 1:6

Figura 13
Preparacion de hidrogeles TOCN/AgNPs a partir de raquis

A) (B) © , D)
l l (’ .
Nota. Dénde relacion molar COOH:AgNOs A) 1:3, B) 1:4, C) 1:5 y D) 1:6.

Los hidrogeles basados en biopolimeros se han consolidado como plataformas funcionales
en aplicaciones biomédicas debido a su hidrofobicidad, biocompatibilidad y capacidad de servir
como matrices para la incorporacion de agentes bioactivos. En este contexto, los hidrogeles de
nanocelulosa (Figura 12, Figura 13) oxidada con TEMPO (TOCN y TOBCN) permiten la

estabilizacion y dispersion de nanoparticulas de plata (AgNPs), reduciendo su tendencia a la
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agregacion y optimizando su desempefio antimicrobiano. La hibridacion TOCN/AgNPs evidencid
una actividad antimicoética frente a Candida albicans (método de difusion en disco), confirmada
por la formacion de halos de inhibicién dependientes de la proporcion molar COOH:AgNOs. Se
registraron halos de 7,0 mm (1:4), 9,5 mm (1:5) y 11,2 mm (1:6), lo que demuestra que un mayor
contenido relativo de plata potencia la eficacia antifingica del material, consoliddindose como un
candidato promisorio para el desarrollo de estrategias antifungicas. Cabe destacar que estas
pruebas no hicieron parte de la tesis propuesta, sin embargo, se mencionan como potencial uso del

hidrogel sintetizado.

6 CONCLUSIONES

La presente investigacion demostr6 que las fibras de raquis de palma de aceite
deslignificada y la celulosa bacteriana producida por fermentacion estatica con mucilago de cacao
son un material de partida eficiente para obtener NFC por medio de oxidacion mediada por
TEMPO.

Entre las muestras evaluadas, la CV extraida del raquis de palma de aceite presentd una
mayor eficiencia de oxidacion, con un DO de 0,210, en comparacién con la CB, que alcanzo6 un
DO de 0,140. Esta diferencia se atribuy6 a la menor cristalinidad y a la estructura mas porosa de
la CV, lo que facilita el proceso de oxidacion. Por otro lado, la CB mostr6 una mayor retencion de
grupos aldehidos, cuantificados mediante una post-oxidacion, lo cual se relaciona con su estructura

mas ordenada, que limita la conversion completa de los aldehidos a carboxilos.

La sintesis de hidrogeles hibridos a partir de nanocelulosa oxidada (TOCN y TOBCN) y

AgNO; resulto exitosa. La formacion de puntos de nucleacion para una posterior formacion de
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AgNPs en la superficie de las nanofibras de celulosa fue confirmada mediante técnicas de
caracterizacion como SEM, FTIR, FRX y DRX, lo que sugiere que estos materiales tienen un gran
potencial como soporte eficiente para incorporar nanoparticulas inorganicas por medio del
potencial redox que aportan los grupos aldehido. Adicionalmente, los resultados obtenidos
mediante FRX indicaron que TOBCN present6 un mayor contenido de plata en comparacion con
TOCN, lo cual se atribuye a su mayor concentracion de grupos aldehidos. Estos hallazgos sugieren

una correlacion positiva entre la cantidad de grupos aldehidos y la plata.

No obstante, a pesar de la evidencia de la formacion de sitios de nucleacion, la sintesis
efectiva de nanoparticulas de plata no fue completamente exitosa. Los andlisis estructurales
indicaron la formacién predominante de sales de plata asociadas a residuos de cloro, en lugar de
AgNPs metalicas, lo cual sugiere que la presencia de NaClO en el sistema favorecid la
precipitacion de compuestos de plata—cloruro. Este fenomeno limité la reduccion completa de Ag*

a plata metalica, afectando la formacion final de AgNPs.

Los hidrogeles TOCN/AgNPs demostraron una actividad antifingica dependiente de la
proporcion molar COOH:AgNOs, evidenciada en la inhibicion de Candida albicans. Este
comportamiento confirma su potencial como materiales biomédicos con aplicaciones antifingicas
avanzadas ya que independientemente de la formacién de AgCl, AgNO3; O AgNPs se dio una

liberacion sostenida de iones Ag” promoviendo la inhibicion biologica.

7 RECOMENDACIONES Y TRABAJO FUTURO

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se identifican varias estrategias que

podrian permitir optimizar la formacion de nanoparticulas metalicas. En primer lugar, seria



CELULOSA FUNCIONALIZADA CON NANOPARTICULAS DE PLATA 60

pertinente optimizar el proceso de purificacion de TOCN mediante protocolos de lavado mas
rigurosos posteriores a la oxidacion mediada por TEMPO, con el fin de eliminar posibles trazas
de especies cloradas (NaClO) presentes en el sistema. Reducir la presencia de estos residuos podria
evitar la formacion de sales de plata como AgCl durante la sintesis, favoreciendo asi la generacion
de nanoparticulas de plata metalica (AgNPs). Adicionalmente, considerando que los grupos
aldehido presentes en la celulosa podrian no ser suficientes para promover completamente la
reduccion de los iones Ag* bajo las condiciones empleadas, futuros estudios podrian evaluar la
incorporacion de agentes reductores adicionales de caracter "verde", como el acido ascorbico, con
el objetivo de facilitar la formacion de la fase metélica de plata. Finalmente, seria relevante validar
experimentalmente el potencial antimicrobiano y antifungico de estos materiales mediante ensayos
biologicos frente a microorganismos de interés, tales como Candida albicans y bacterias
grampositivas y gramnegativas, dado que en el presente trabajo estas aplicaciones se plantean
principalmente como un posible uso potencial fuera del alcance experimental inicialmente
propuesto. Si bien se realizaron pruebas preliminares que mostraron resultados positivos en
términos de actividad antimicrobiana, no fue posible determinar con certeza si dicha actividad se
debe a la presencia de trazas de plata metélica o si estd asociada a la formacién de compuestos de
plata como AgCl generados durante el proceso de sintesis ya que estos en medio acuoso permiten
liberar iones Ag" que generan esos efectos biologicos sostenidos. En este sentido, futuros estudios
deberian enfocarse en establecer con mayor claridad la relacion entre la fase quimica de la plata
presente en el material y su actividad biologica, mediante una caracterizacion mas detallada y

ensayos biologicos controlados.
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Apéndice A. Conductividad Vs pH para la determinacién del grado de oxidacion
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Figura 2
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  D O =   162  (   V 2 −   V 1 ) c  m − 36  (   V 2 −   V 1 ) c               ( 1 )


  𝜎 =   c  (   V 2 −   V 1 )  m                                                 ( 2 )


  C r I =     I 002 −   I  A M    I 002                                                 ( 3 )

