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Resumen

El objetivo general de este proyecto es la sintesis y caracterizacion de nanocelulosas de
origenes diversos: biotecnolégica, natural y, por Gltimo, quimica.

Para lograr este objetivo, ha sido necesaria una introduccion tedrica previa de los conceptos
relacionados con la celulosa y nanocelulosa. En el caso de la celulosa, se ha tratado su
estructura quimica, el polimorfismo que tiene y sus propiedades. En el caso de la
nanocelulosa, se han estudiado en profundidad los tipos de la misma, las diferentes
aplicaciones y metodologia para obtener la nanocelulosa a partir de diferentes materias
primeras, tiempos de reaccién y procedimiento experimental.

Gracias a una busqueda bibliogréfica, se explican con detalle las sintesis que se llevaran a
cabo durante este proyecto con sus reactivos, métodos de purificaciébn y procesos
adicionales como seria la sonicacion.

Los rendimientos obtenidos para la sintesis biotecnoldgica, natural y quimica son 4,33g/L,
0,57% y un 10%, respectivamente. Es importante recalcar que en la sintesis natural no se
ha podido realizar el pesado en seco de la materia primera, por este motivo tiene un
rendimiento tan bajo. Gracias a analisis espectroscopicos de las muestras sintetizadas en
laboratorio, como las muestras aportadas por Cellulose Lab y Borregaard, se observaron los
picos y en todos los casos se asemejan enormemente.

En el caso del XRD y SEM, los resultados confirman que hay muestras que contienen
nanocelulosa como seria la nata de coco y la sintesis quimica donde se obtienen CNF y
CNC, respectivamente. Se han realizado histogramas diametros de las fibras en las
muestras que son fibras de los para estudiar con mayor profundidad cual es el tamafio de
las mismas y como varian en las imagenes del SEM.

Se ha realizado también un estudio econémico y un estudio sobre el impacto ambiental que
provoca la realizacién de este proyecto.

Finalmente, el trabajo concluye gue se han alcanzado tanto el objetivo general como los
particulares de este trabajo sintetizando y analizando las diferentes muestras de
nanocelulosas de diferentes origenes.
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Abstract

The main aim of this Project is the synthesis and characterization of nanocelluloses from
different sources: biotechnological, natural, and finally, chemical.

To achieve this objective, it was necessary a previous theoretical introduction explaining the
concepts related with cellulose and nanocellulose. In case of cellulose, it has been studied
the chemical structure, the polymorphism and properties. In case of nanocellulose, it has
been deeply studied its types, its different applications and the methodology to obtain
nanocellulose from raw materials, reaction times and experimental procedure.

With the aid of a bibliographic search, it is explained in a detailed way all the synthesis that
were carried out in this project with its reagents, purification methods and additional
processes such as sonication.

The yield obtained in the biotechnological synthesis, the natural and finally the chemical
synthesis was 4,33 g/L, 0,57% and 10%, respectively. It is important to stand out that, in the
natural synthesis, it was not possible to carry out a measure of the dried raw material that is
the reason why it has low yield. Thanks to spectroscopic analysis of the synthetized samples
from laboratory, and the samples provided by Cellulose Lab and Borregaard, the
nanocelluloses were compared and the peaks from IR in all cases were quite similar.

In the case of XRD and SEM, the results confirm that there are samples that contain
nanocellulose such as nata de coco and the chemical synthesis, obtaining CNF and CNC,
respectively. Histograms were made from samples which were fibrous, to deeply study the
size and how SEM pictures vary depending on samples.

It was realized and economic study and an environmental impact study that causes the
realization of this project.

Finally, this project concludes both general and particular objectives were achieved by
synthetizing and analyzing different samples of nanocellulose of different origins.
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1. Glosario

AGU Anhidroglucopiranosa P Primaria

BC Celulosa Bacteriana PCS Plastic Composite Support

Soporte compuesto de plastico
CECT Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo

PET Polietilentereftalato
CMF Microfibras de celulosa

PHB Polihidroxibutirato
CMC Microcristales de celulosa

PIB Producto Interior Bruto
CNF Nanofibras de celulosa

PLA Acido polilactico
CNC Nanocristales de celulosa

PP Polipropileno
DO  Oxigeno Disuelto

ppm partes por millén
DP Grado de Polimerizacién

RH Humedad Relativa
EDA Etilendiamina

RMN Resonancia Magnética Nuclear
EPSA European Food Safety Authority

SEM Scanning Electron Microscopy

FDA  Food and Drugs Administration Microscopio electrénico de barrido

GFPR Glass Fiber Reinforced Polymers
Polimero reforzado de fibra de vidrio

TAPPI Technical Association of Pulp and
Paper Industry

HE  Hestrin & Schramm Tg  Temperatura de transicién vitrea
MCC  Microcelulosa UDPG Uridin Difosfato Glucosa
MMC Metal Matrix Composites XRD  X-Ray Diffraction

Compuestos de matriz metdlica Difraccion de rayos X

ML Middle Lamela
Lamela intermedia

%wt Porcentaje en peso

M$ Millones de délares
NC Nanocelulosa
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2. Prefacio

2.1. Origen y motivacion del proyecto

Actualmente, la contaminacién y la preocupacion por el medio ambiente son una prioridad
para la sociedad, en especial, por la accion de los plasticos ya que éstos tardan decenas o
centenares de afos en degradarse permaneciendo en mares, océanos o vertederos durante
todo este tiempo con la posibilidad de reducir biodiversidad marina o contaminar acuiferos,
entre otras muchas afectaciones. Con el objetivo de tratar de cuantificar la contaminacién,
por residuos plasticos, presente en mares u océanos se presenta a continuacion un ejemplo
de ello: existe una region dentro del océano Pacifico que se conoce como el mar de plastico,
gue es un area de mas de un millon de quildbmetros cuadrados que crece afio tras afio, la
cual estd compuesta de residuos plasticos de diferentes materiales, tamafios, formas y
colores.

Con el objeto de minimizar la contaminacién asociada de los plasticos, la sociedad debe de
empezar a buscar soluciones antes de que esta situacion acabe convirtiéndose en un
problema de una mayor envergadura. Recientemente, la Universidad de Kioto encontré una
bacteria (Ideonella sakaiensis 201-F6) que era capaz de degradar el PET
(polietilentereftalato) mediante la produccién de ciertas enzimas como seria la PETasa y
MHETasa (Yoshida et al, 2006). Investigadores de diferentes grupos de todo el mundo estan
analizando las distintas aplicaciones de esta bacteria y su utilizacién para la minimizacion de
residuos plasticos. También esto conlleva un importante efecto indeseado a tener en cuenta
ya que existen piezas sensibles como serian rodamientos que han sido fabricadas mediante
plasticos y que estos microorganismos pueden degradar completamente conllevando graves
problemas asociados.

Otra manera de reducir la contaminacion de plasticos es la utilizacién de polimeros
biodegradables, es decir, utilizar materiales que se descomponen en un relativo corto
periodo de tiempo gracias a la accibn de microorganismos que los transforman en
subproducto no nocivo para el medio ambiente e incluso se pueden convertir nutrientes para
diferentes seres vivos. Un gran ejemplo de un polimero biodegradable seria la celulosa, la
cual es el objeto de estudio de este proyecto. La celulosa se descompone en un breve plazo
de tiempo tanto en vertederos como en mares u océanos convirtiendo en su
descomposicién en sustancias aprovechables por organismos unicelulares como serian
bacterias, entre otros. Durante la realizacién del mismo se estudiara la celulosa, y en
particular, la nanocelulosa tratando en detalle sus respectivas sintesis y aplicaciones mas
importantes en diferentes campos.
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vy
d‘_“ ".'b

ETSEIB



Sintesis y caracterizacion de nanocelulosa de origenes diversos Pag. 9

3. Introduccion

3.1. Objetivos del proyecto

El principal objetivo de este trabajo es preparar y caracterizar nanocelulosa. Este
biopolimero se obtendra por vias naturales: a partir de una biosintesis mediante
fermentacion de la bacteria Gluconacetobacter xylinus sucrofermentans o mediante un
postre llamado nata de coco. Por dltimo, se obtendr4 nanocelulosa por un procedimiento
guimico por tratamiento de la celulosa con &cido sulfurico.

También se han propuesto otros objetivos mas especificos a través de los cuales se
alcanzara el objetivo principal del trabajo:

o Preparar nanocelulosa por fermentacion de la bacteria Gluconacetobacter
xylinus sucrofermentans, de acuerdo a los procedimientos estandarizados
en los laboratorios de investigacion de la ETSEIB

o Extraer nanocelulosa natural por procedimientos descritos a partir de “nata
de coco”, que es un postre en forma de gel acuoso

o Preparar nanocelulosa por via quimica por tratamiento de celulosa
microcristalina comercial con acido sulftirico al 64,8 %

o Purificar las nanocelulosas obtenidas segun métodos descritos

o Caracterizar por técnicas espectroscopicas las nanocelulosas preparadas

o Caracterizar morfolégicamente las nanocelulosas obtenidas mediante

Difraccién de Rayos X (XRD) y Microscopia Electrénica (SEM)

o Calcular el porcentaje de cristalinidad y realizar un histograma con los
diametros de las diferentes muestras

o Comparar las propiedades de las distintas celulosas obtenidas

3.2. Alcance del proyecto

El alcance principal de este proyecto es la sintesis y caracterizacion de nanocelulosas de
origen diverso. En primer lugar, se llevdé a cabo la sintesis de celulosa bacteriana, la
extraccion de la nanocelulosa natural y, por ultimo, la sintesis quimica. Gracias a la
caracterizacion de las muestras mediante IR, XRD y SEM se realizar4 una caracterizacion
morfolégica del resultado de las sintesis comparado con unas muestras de nanocelulosa
proporcionadas por las empresas Cellulose Lab y Borregaard.
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4. Introduccién a los bioplasticos

En la actualidad, existe un creciente interés por la utilizacién de materiales provinientes
de fuentes renovables como podria ser la madera, no Unicamente como materia primera
para la producciéon del papel o para construccion, sino como un avanzado material con
excelentes propiedades.

La gran mayoria de materiales poliméricos que se utilizan actualmente provienen del
petréleo y poseen un gran inconveniente al final de su vida util cuando permanecen
durante afos en vertederos sin degradarse; todo ello sin olvidarse del contaminante
proceso de fabricacién para la obtencion de los mismos. El rdpido agotamiento del
consumo de petrdleo, aproximadamente unas 100.000 veces mas rapido de lo que la
naturaleza tarda en reemplazarlo, genera una situacion altamente insostenible (Netravali
y Chabba, 2003).

El reemplazo de plasticos convencionales por polimeros biodegradables, en especial para
aplicaciones de corta vida util como serian el packaging, catering y en cirugia, deberia de
empezarse a ver como una gran evolucion en el campo de la sostenibilidad. El potencial de
los polimeros biodegradables, y especificamente polimeros que derivan de fuentes
agricolas, como los polisacaridos, se estan investigando activamente, muestra de ello serian
el gran numero de publicaciones al respecto que se han efectuado en la Ultima década.

La celulosa, o mas genéricamente se podria hablar de polisacaridos, dispone de
conocidas ventajas como serian su bajo coste y peso, que provienen ademas de una
fuente renovable. Esta se encuentra disponible en gran variedad de formas alrededor del
mundo. Ademas, destaca también por su alta resistencia, superficie reactiva y finalmente,
posibilidad de producir energia gracias a su incineracion al final de su vida util. Al final de
la vida util también es posible la degradacién de la celulosa, mediante la utilizacion de
hongos o bacterias. Este subproducto acabara utilizandose para una gran cantidad de
usos, en los que destacaria el uso agricola como medio para el crecimiento de nuevas
plantas, de las cuales se podra obtener alimentos u utilizarse como fuente de celulosa.

(2ol
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5. Celulosa

La celulosa es el biopolimero mas abundante en la tierra. Se produce diariamente
principalmente tanto en plantas, tunicados, algas y bacterias. Las plantas son los
organismos que producen mayores cantidades de celulosa. Se estima que la produccion
de celulosa diaria de un arbol adulto es aproximadamente de 10 g. Segun diversos
autores, se ha estimado la produccion anual de celulosa en 1,3-10" toneladas segun
Sandermann (1973) o posteriormente, 1,5-10" toneladas segin Klemm et al. (2005).

Existen también otros organismos que producen celulosa como seria el caso de los
tunicados. En la actualidad, se conoce que existen mas de 3000 subespecies dentro del
género Tunicata. Los tunicados son invertebrados marinos los cuales se encuentran
especialmente sujetos a superficies duras, como por ejemplo rocas del suelo oceénico.
Como se observa en la figura 1-C, la tunica es una cubierta gruesa que esta constituida por
celulosa, la cual es generalmente opaca y protege sus cuerpos en forma de barril de los
depredadores. En la figura 1-A y 1-B se observan dos ejemplos de tunicados de diferentes
especies.

Atrial Siphon

Han 1107, 3%
TR SRR
i RN

Figura 1. (Ay B): Represenatcion de tunicados de diferentes especies; (C): Representacion esquematica de las
partes de un tunicado. Fuente: St. John’s Marine Fife (2018)

Las otras dos fuentes de celulosa son, por un lado, las algas y por otro, las bacterias.
Existen diferentes especies de algas que son fuentes de celulosa como por ejemplo:
Valonia, Micrasterias denticulate, Micrasterias rotate, Coldophora, Boerogesenia, entre
otras. En el caso de las bacterias, la celulosa bacteriana es un producto metabdlico
primario de ciertos tipos de bacteria, entre ellos destaca Gluconacetobacter xylinus
sucrofermentans, que es la que se utlizard para la sintesis biotecnolégica de la
nanocelulosa.
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A pesar de que la celulosa se ha estado utilizando durante muchos siglos en gran
cantidad de aplicaciones, su composicion quimica, estructura y morfologia permanecieron
desconocidas hasta que se realizaron avances en técnicas de caracterizacion como seria
la difraccién de rayos X (XRD), espectroscopia RMN o0 microscopia electrdnica, entre
otros.

En 1838, Anselme Payen (Payen, 1838) fue la primera persona que establecio la celulosa
como un componente fibroso el cual se encontraba, como Unica estructura quimica, en
todas las células de plantas. Descubrié que cuando el tejido de la planta, como podrian
ser fibras de algodon o las raices de los arboles, se purificaba con un tratamiento acido-
amoniaco seguido de una extraccidén en agua, se formaba un material fibroso, la celulosa.
Se precis6d practicamente un siglo hasta que cientificos alemanes cuyos nombres fueron
Willstatter y Zechmeister establecieron la férmula béasica de la celulosa con la que
actualmente se le conoce (Willstatter y Zechmeister, 1913).

En la actualidad, la celulosa es el polimero organico mas comun y una fuente muy
importante de materia prima para la creciente demanda de materiales biocompatibles,
renovables y ecolbgicos. Las pastas derivadas de la madera siguen siendo la principal
fuente de celulosa.

Como se abserva en la figura siguiente, su uso es principalmente para cuatro propdsitos:
(1) en forma de madera como material para mobiliario o construccion; (2) para la produccion
de energia; (3) en forma de pasta de papel; (4) para la industria. La gran mayoria de las
pulpas producidas se utilizan en la fabricacion de papel y carton. Aproximadamente el 2,5%
restante de esta pulpa de celulosa se utiliza en las industrias quimicas para la obtencion de
celulosa regenerada, asi como sintesis de ésteres y éteres de celulosa. Estos ultimos se
utilizan actualmente en revestimientos, peliculas, membranas de nuevos materiales para la
construccion, productos farmacéuticos y alimentarios. (Wustenberg, 2014).

Wood Cellulose Cellulose products

Chem. Industry
2.5%

Industry
8%

Paper industry
Others
3% =

+ 8 million tons
Cotton linters

~ 1700 million tons ~ 180 million tons ~ 5 million tons

Figura 2. Diagrama del uso de global de la madera y celulosa en el afio 2005. Fuente: European
Coating Journal (2005)
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5.1. Estructura de lacelulosa

La celulosa (CsH100s), €s un polimero natural que consiste en una larga cadena de
carbohidratos unidos covalentemente. El valor de n se encuentra comprendido entre 10.000
y 15.000. En la figura 3, se puede observar la estructura quimica de la celulosa.

OH OH
0 4 © 0
0 5 2 0--H
HO |HO OH HO 3 OH 1
n

Figura 3. Celulosa (poli (4-(8-D-glucosil)-D-glucosa))

El polimero de celulosa es de tipo lineal homo-polisacarido formado por unidades de D-
anhidroglucopiranosa (AGU) unidas mediante los carbonos 1 y 4 con enlaces tipo beta (-
1,4-glicosidico) (Tort-Agell, 2016). El motivo por el que la celulosa sea insoluble en agua es
porque los puentes de hidrégeno entre las cadenas de polimero son tan fuertes que el agua
no puede romperlos. La celulosa en las plantas tiene una funcién estructural, es decir, se
encuentra recubriendo la pared celular hecho le confieren una importante rigidez estructural
a la célula. La celulosa es digerible por algunos rumiantes gracias a ciertas bacterias que
contienen en el estbmago, en cambio, el ser humano no es capaz de digerirla por el tracto
intestinal. A pesar de este hecho, la celulosa se utiliza en la industria alimentaria como
aditivo, mas concretamente como emulsionante, fibra vegetal o como agente gelificante
conocido como E460. Fue aprobado tanto por la Food and Drugs Administration (FDA)
como por su homoélogo europeo, European Food Safety Authority (EFSA). Algunos
ejemplos de productos donde se utiliza con celulosa afiadida es en quesos rallados o
helados de bajas calorias para mantener la untuosidad reduciendo las grasas, entre otros
muchos ejemplos.

El grado de polimerizacion es la medida del nimero de unidades de AGU que forman el
polimero. Al ser el polimero no homogéneo en longitud, la distribucion de pesos
moleculares tendra una influencia en las propiedades como por ejemplo densidades,
viscosidades, entre otras propiedades. ElI DP de la celulosa nativa depende de la fuente
de la cual se obtenga. Cuando la celulosa proviene de la madera tiene un DP de 10.000
AGU, en cambio, cuando proviene del algodén tiene un DP de 15.000 AGU (Sjostrom,
1981).
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En los péarrafos anteriores se ha descrito brevemente la estructura de la celulosa a nivel
molecular. De igual manera se puede describir en nivel supramolecular donde las
cadenas de polimero estdn ordenadas en regiones cristalinas y no-cristalinas. El tercer y
altimo nivel de estudio es el nivel morfolégico que es el que trataran a continuacioén.

La figura 4 muestra los diferentes niveles de la estructura de la celulosa donde los
polimeros de celulosa (i) se agregan formando microfibrillas (ii) las cuales son largos
fardos de moléculas de celulosa estabilizadas mediante puentes de hidrégeno. La dureza
y rigidez de la fibra natural provienen de la formacién de microfibrillas (ii). Estas tienen un
amplio rango de 2 a 30 nandmetros de anchura y una longitud de varias micras ya que
dependen de la fuente de celulosa. La unién de microfibrillas forma una macrofibrilla (iii),
las cuales estan orientadas en varios estratos de la pared celular (iv) y estas capas
difieren tanto en direccion de fibras, como en densidad y textura (Borjesson y Westman,
2015).

(iii)

Figura 4. Niveles en la estructura celular de la celulosa. Fuente: Bérjesson y Westman (2015)

Existen cuatro tipos de capas en la pared celular las cuales se llaman: P (primaria), S1,
S2, y S3 (secundarias) y cada capa estd compuestas principalmente de tres polimeros:
celulosa, hemicelulosa y lignina. El espesor de la capa P es de unas 100-200 nm. Las
capas S1y S3 son de tamafio nanométrico, mientras que la capa S2 tiene un tamafo de
2 a 5 micras (Kargarzadeh et al., 2017).
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Como se observa en la tabla 1, cada fibra proveniente de una fuente diferente de celulosa
tiene un porcentaje diferente de celulosa, hemicelulosa, lignina y cera.

Tabla 1. Comparativa de celulosa, hemicelulosa, lignina y cera en distintas fibras vegetales.
Fuente: Valadez-Gonzalez et al. (1999), Hattallia et al. (2002), Hoareau et al. (2004)

Fibra Celulosa (%w) Hemicelulosa (%w) Lignina (%w) Cera (%w)
Bambu 26-43 30 21-31 -
Banana 63-64 19 5 -

Algodon 85-90 5,7 - 0,3

Esparto 45,4 28,5 14,9 2

Bagazo 55,2 16,8 2588 -
Palma de aceite 65 - 29 -

Pifia 81 - 12,7 -
Canamo 68 15 10 0,8

Lino 71 18,6-20,6 2,2 15

En la capa S2 de la pared celular de plantas superiores, como seria el caso de la madera,
es donde hay la mayor cantidad de celulosa (ver figura 5). También es la que aporta un
80% del grosor de total de la fibra (Rong et al., 2001). Entre las células existe una lamela
intermedia (ML) la cual tiene como componente la pectina, un polisacarido que enlaza las
células uniéndolas proporcionando estabilidad en las fibras. En la figura anterior, los
nameros (i) y (v) representan nanocelulosa. Mas concretamente, el numero (ii)
representa microfillas (CMF) y la (v) representa fibras de nanocelulosa (CNF). Estos dos
Ultimos se estudiaran mas en profundidad en el apartado 6. Nanocelulosa.

secondary wall S3 lumen

secondary wall S2

helically arranged
crystalline microfibrils
of cellulose

spiral angle

secondary wall S1

primary wall

amorphous region
mainly consisting of
lignin and hemicellulose
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crystalline cellulose
microfibrils networks
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5.2. Polimorfismo de la celulosa

Como se puede observar en la figura 6, la celulosa tiene polimorfismo. Se denomina
polimorfismo a la capacidad de una sustancia a tener mas de una estructura cristalina en
moléculas que contienen puentes de hidrogeno (Bernstein, 2002). Las estructuras
polimérficas difieren en propiedades fisicas y quimicas como la solubilidad, densidad,
temperatura de fusién, ademas de propiedades 6pticas o eléctricas, entre otras. La
unidad repetitiva de la celulosa, o celobiosa, incluye seis grupos hidroxilo y tres atomos
de oxigeno. Debido a las diferentes disposiciones mutuas de los anillos de glucopiranosa y
la posibilidad de cambios conformacionales de los grupos hidroximetilo, las cadenas de
celulosa pueden exhibir diferentes empaquetamientos cristalinos (Kovalenko, 2010). Como
resultado, la celulosa existe en varias modificaciones cristalinas, que difieren en las
dimensiones de la celda unidad y, posiblemente, en la polaridad de la cadena. Las posibles
transiciones entre los diferentes polimorfos de celulosa se presentan esquematicamente en
la Figura 6.

cellulose IV,

cellulose la A

N/ NaOH, regeneration
/ NH,

-

e\ /7t

cellulose llI, A cellulose Il =——= cellulose lll};
, N;Ix NaOH, regeneration
A cellulose IB

cellulose 1V,

Figura 6. Interconversiones de la celulosa. Fuente: Klemm, D. et al (2005)

En la figura anterior se presentan las diferentes interconversiones que se pueden llevar a
cabo en las estructuras de la celulosa. En los sucesivos apartados, se explicaran
brevemente las principales caracteristicas de las 6 formas de los 4 tipos de celulosa.
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5.2.1. Celulosal

En la naturaleza, la celulosa se encuentra en la forma cristalina celulosa |, también llamada
celulosa nativa. Como primera aproximacion, la estructura de la celulosa nativa fue
determinada a través de difraccion de rayos X y fue descrita como una celda monoclinica
gue contiene dos cadenas de celulosa (Gardner y Blackwell, 1974).

En el afio 1984, Atalla y Vander-Hart mostraron a través de espectroscopia RMN que la
celulosa nativa estaba compuesta por mas de una estructura cristalina (Atalla y Vander-
Hart, 1984). Concretamente, consistia en dos estructuras polimorficas llamadas: I, y Ig las
cuales se pueden observar en la figura 7. Las diferencias se reportaron en las
resonancias de los carbonos C; donde aparecioé un singulete y un doblete alrededor de
106 ppm para la celulosa I, y Ig respectivamente. Ambas estructuras tienen la misma
conformacion del esqueleto de la cadena, aunque difieren en los patrones en los enlaces
de hidrégeno. La fase |, representa la fase triclinica con celda de una cadena de celulosa
por celda unitaria, mientras que la forma Ig representa una fase monoclinica con celda de
dos cadenas de celulosa por celda unitaria.

La proporcion de las dos estructuras alotropicas |, y Ig difieren enormemente en funcion
de la especie en cuestion. La fase |, se encuentra principalmente en organismos
primarios, como serian las algas o bacterias. La celulosa bacteriana, por ejemplo,
proveniente de Acetobacter xylinum, tiene un porcentaje del 70% del polimorfismo a.
Mientras que la celulosa Iz se encuentra mayormente en plantas superiores (algodon,
madera, entre otros) las cuales disponen de un 64% del polimorfismo 8 y en la tanica de
animales marinos como seria en Halocynthia roretzi (Belton et al., 1989).

(b)

Figura 7. (A): Representacion de la celulosa I y (B) la celulosa lg. Fuente: American Chemical Society (2006)

El contenido de celulosa I, y Ig puede ser modificado mediante acciones externas. El
polimorfismo a se puede convertir, en parte, a una fase  mediante el proceso de
recocido (annealing) entre 260 a 280°C en diversos medios, como disolventes organicos
o helio (Debzi et al., 1991) o mediante el paso intermedio por la celulosa lll.
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5.2.2. Celulosall

La celulosa nativa se puede convertir irreversiblemente en celulosa Il, que es una
estructura polimorfica mas favorable. La transicion de celulosa | a Il es irreversible, lo cual
sugiere que la celulosa Il es termodinamicamente mas estable que la celulosa I. Esto se
produce gracias a la adicion de una disolucion de NaOH de entre un 17-20% en peso y
posteriormente eliminar el agente de hinchamiento (swelling agent). Este proceso
mencionado anteriormente se llama mercerizacién por su inventor, un cientifico inglés
llamado John Mercer en 1844. La mercerizacion se utiliza para activar el polimero antes
de la produccion de éter de celulosa. La mercerizacion de la celulosa solo conduce a su
hinchamiento, pero no a la disolucion. La insercién de especies quimicas induce el cambio
estructural y el paso de una estructura con cadenas celulésicas paralelas a una
configuracion con cadenas anti-paralelas.

La celulosa Il también se puede preparar por regeneracion, la cual es la solubilizaciéon de
celulosa | con un disolvente seguido de una precipitacion mediante la dilucién en medio
acuoso. En la figura 8 se puede observar la estructura de la celulosa | y celulosa II.

cellulose | cellulose Il

&&HO && &@LHO &&
OH
4 OH

Figura 8. Representacion de celulosa | y celulosa Il. Fuente: Credou y Berthelot (2004)

Existen diversos procesos industriales para la regeneracion de la celulosa: viscosa,
cobre-amonio, entre otros. Todos estos procesos suponen la disolucion de la celulosa
seguido de la formacion de fibras de celulosa regeneradas. Se ha estudiado que la
regeneracion aporta un nivel de conversiéon mayor de celulosa | a celulosa Il (Kolpak y
Blackwell, 1976).

La estructura cristalina de la celulosa Il fue determinada en 1978 por Kolpak y Blackwell
y por Stipanovic y Sarko en 1976 a través de difraccién de neutrones. Al contrario que la
celulosa |, la celulosa Il dispone de cadenas en anti-paralelo que permite la formacion de
un mayor numero de puentes de hidrégeno intermoleculares si se compara con su forma
nativa (Stipanovic y Sarko, 1976) (Kolpak y Blackwell, 1978).

La celulosa Il también se puede formar de manera natural, por ejemplo, a partir del alga
Halicystis (Sisson, 1938).
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5.2.3. Celulosalll

La celulosa Ill se obtiene mediante el tratamiento de amonio o de ciertas aminas como
por ejemplo la etilendiamina (EDA) con la celulosa |, seguido de un lavado con alcohol. Si
la materia prima es la celulosa I, conduce a la forma de la celulosa lll,. En cambio, si la
materia prima es la celulosa Il, se obtiene la celulosa Ill,. La polaridad de la celulosa
resultante de este proceso se asemeja al material inicial. Las dimensiones de la celulosa
Il y la celulosa Il son muy similares.

Como se puede observar en la figura 6, las transformaciones anteriormente mencionadas
son reversibles, lo que sugieren es que la orientacion de la cadena resultante es analoga
al de forma anterior. En cambio, a nivel cristalino, se produce una gran decristalizacion y
fragmentacion de los cristales de celulosa durante la conversién de celulosa | a celulosa
[Il. Durante la transicién inversa, es decir, el paso de celulosa Ill a celulosa I, tiene lugar
una recristalizacién parcial por el hecho que la fragmentacion y distorsion de los cristales
producida anteriormente es irreversible.

5.2.4. CelulosalVv

Al tratar la celulosa lll a altas temperaturas en glicerol, esta se transforma a celulosa IV.
De la misma manera que se ha tratado en el apartado anterior con la celulosa Ill, en
funcién de la materia prima en forma de celulosa de la cual se parte se obtienen unas
celulosas diferentes. Si se parte de celulosa Ill, se obtiene celulosa IV,. Equivalentemente
sucede con la celulosa lll;. En la figura 6 se puede ver mas claramente el esquema
general de las interconversiones.
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5.3. Propiedades de la celulosa

La celulosa es un producto renovable, degradable y reciclable que puede ser denominada
eco-friendly. Tiene una serie de caracteristicas que la caracterizan como podrian ser por
un lado la insolubilidad en agua (aunque es una sustancia higroscopica puede absorber
entre un 8 a un 14% de agua), también reacciona con &cidos fuertes y es una sustancia
combustible.

A continuacion, se detallaran algunas de las propiedades fisicas mas importantes de la
celulosa. Es importante recalcar en este apartado que muchas de estas propiedades
pueden variar enormemente en funcién de la fuente de la celulosa de la cual proviene, asi
como, del tamarfo de las fibras de la misma.

o Ladensidad estara comprendida entre 1,27 y 1,61 g/cm®

o No presenta punto de fusién ya que al calentarse no funde, sino que se degrada a
temperaturas elevadas

o El valor de la temperatura de transicion vitrea se encuentra alrededor de los
230 °C en seco, ya que este valor disminuye a medida que aumenta el agua
contenida.

o Calor de combustién: 17,3 kJ/g en funcion si se analiza el algodén o la pulpa de
madera (Jessup y Prosen, 1950)

Como se ha visto anteriormente con la variacion en las propiedades, lo mismo sucede con el
grado de polimerizacion. En la tabla siguiente, se ejemplifican el DP en funcién de fuentes
de obtencion.

Tabla 2. Grado de polimerizacién en funcién del origen de celulosa. Fuente: Wiistenberg (2014)

Fuente de obtencidn Grado de polimerizacion
Madera de diferentes especies 6.000-10.000
Lino textil 8.000-9.000
Hierba china 6.500
Pulpa de madera 500-3.500
Algodén 10.000-15.000
Celulosa bacteriana 2.500-6.000
Celulosa bacteria_na 600
(Glucoacetobacter xilynus)
Rayon (seda artificial) 300-500
Celofan 300
Alga Valonia 25.000
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6. Nanocelulosa

6.1. Introduccion alos materiales nanocompuestos

Desde la antigliedad ha habido una necesidad de blusqueda de nuevos materiales. La
obtencion de los mismos ha tenido un gran impacto en la economia global y en la mejora de
la calidad de vida. Para ejemplificar la afirmacion anterior, brevemente se detallar4 una
escala de tiempo de la historia con el descubrimiento de nuevos materiales que se
encuentra en la figura 9: sobre del afio 10.000 a.C se empez6 a utilizar la piedra y la madera
como materiales constructivos, hecho que ayudd a la humanidad a resguardarse del frio
gracias a la construccion de refugios y a utilizar la madera como fuente de calor y para la
coccién de alimentos. Sobre el afio 1000 a.C se empez6 a utilizar el hierro el cual fue
utilizado para todo tipo de herramientas y fue de gran utilidad para la industria del
armamento de la época al poder realizar, por ejemplo, espadas y flechas.

No fue hasta el siglo XX cuando se empez06 a utilizar en multitud de ambitos el cemento, el
acero, ademas de polimeros y composites. Se define como un composite a un material cuya
combinacién macroscépica de dos o mas materiales diferentes los cuales disponen de una
interfaz entre ellos reconocida. Esta combinacion proporciona a los materiales propiedades
mejoradas que por si solos no las tendrian. En la figura siguiente se puede observar la
importancia relativa que han tenido los metales, polimeros, composites y materiales
ceramicos a lo largo de la historia (Palucka y Bensaude-Vincent, 2004).

Evolution of Engineering materials
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Figura 9. Diagrama que ejemplifica la importancia relativa de diferentes materiales a lo largo de la historia.
Fuente: Palucka y Bensaude-Vincent (2002)
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Como se puede observar en la figura 9, los composites en las Ultimas décadas han ganado
en importancia. Generalmente, se habla de 4 generaciones de composites que empiezan en
la década de los 30 del siglo pasado hasta la actualidad.

La primera generacion empez6 con la produccién de la fibra de vidrio en 1932 por Owens
Industries en Estados Unidos. Afios mas tarde, Saint-Gobain a empezd a producir en
Europa la fibra de vidrio gracias al traspaso de derechos de produccion de Balzaretti
Modigliani. La principal aplicacion de la fibra de vidrio era como refuerzo en polimeros,
también llamado polimeros reforzados con fibra de vidrio (GFPR), la cual aportaba una
mayor solidez y rigidez al producto final ya que las fibras detenian la propagaciéon de las
grietas dentro de la matriz de polimero. Una de las primeras aplicaciones del GFPR fue en la
industria maritima, mas concretamente en el desembarco de Normandia, donde los barcos
aliados estaban reforzados con fibra de vidrio. Con posterioridad, también fue utilizada en la
industria aeronautica para aviones de combate.

En la segunda generacion, que comprendia los afios 60 del siglo pasado, se investigaron
composites de alto rendimiento que se utilizaron para la era espacial como serian los
materiales compuestos de matriz metalica (MMC). Estaban compuestos por un metal y por
fibras ceramicas que le aportaban resistencia a la temperatura en metales ligeros, una
reduccién del coeficiente de expansion térmica, ademas de, conferirle una mayor fuerza y
rigidez. En esta etapa también se desarrollaron la fibra de carbono y el kevlar los cuales
eran utilizados principalmente para la industria bélica.

La tercera generacion, que comprendia los afios 70 a 80 del siglo pasado, se fundamenté
en la busqueda de nuevos mercados para los productos inventados en la generacion
anterior. Nuevos mercados se abrieron principalmente en aplicaciones civiles y para el
sector deportivo para estos materiales que fueron de la era espacial y militar. Por ejemplo,
en el caso de la fibra de carbono se utilizé para raquetas de tenis y palos de golf. Estos
avances supusieron un cambio en ambos deportes por la mayor velocidad de la pelota en el
primero y la mayor distancia que cubria la bola de golf en la segunda (Palucka y Bensaude-
Vincent, 2004). La utilizacion de los mismos conllevé un incremento progresivo de los costes
del equipamiento deportivo.

Por ultimo, la cuarta generacion de materiales se fundamento, por un lado, en los materiales
hibridos y, por otro lado, en los nhanocompuestos como seria el material de estudio de este
proyecto, la nanocelulosa. En la actualidad se siguen investigando nuevos nanomateriales y
nuevas aplicaciones de los descubiertos previamente.
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6.2. Introduccidén ala nanocelulosa

Se denomina nanocelulosa (NC) al cristal o fibra de celulosa que tienen al menos una
dimension dentro del rango de tamafio del nanémetro. La nanocelulosa puede tomar forma
de nanofibras o nanocristales.

Existen diversos tipos de nanocelulosa que pueden ser clasificados en diferentes
subcategorias en funcién de la forma, dimension, funcién, método de fabricacién, entre
otros. Diferentes terminologias se han ido utilizando a lo largo del tiempo para los diferentes
tipos de NC, pero en el afio 2011 la Asociacion Técnica de la Pulpa y de la Industria del
Papel (TAPPI) propuso unos términos estandares y sus respectivas definiciones para
celulosa nanométrica. Se puede observar la clasificacion efectuada por la TAPPI en la figura

Cellulose
nanomaterial

Nano- Nano-
objects structured

I ]
Cellulose Cellulose microcrystal Cellulose microfibril
nanofiber (CMC) (CMF)
width: 10-15um-L/D < 2 width: 10-100 nm
length: 0.5-50 um
[ 1

Cellulose nanocrystal
(CNC)
width: 3-10 nm - L/D >5

Cellulose nanofibril

width: 5-30 nm - L/D > 50

Figura 10. Clasificacion de nanomateriales de celulosa. Fuente: Mariano et al. (2014)

En la figura 11 se observan diversas fibras y microfibras de celulosa con sus respectivas
regiones cristalinas y no-cristalinas. Mediante la adicion de acido, se elimina la regiéon no
cristalina y Unicamente permanece la regiéon cristalina, la cual se acaba convirtiendo en
nanocristales de celulosa (CNC). En cambio, gracias al tratamiento mecanico se produce
una rotura de los enlaces entre fibrillas y se forman formando nanofibras de celulosa (CNF)
manteniendo la region cristalina y no-cristalina.

Crystalline region AAR =

0
R\

[HqHOIN
7
12q14

N

K

Interfibrillar molecules Non-crystalline region

Figura 11. Representacion de la region cristalina y no-cristalina de una fibra de celulosa.
Fuente: Bérjesson y Westman. (2015)
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En figura 12, se observan (a) MCC de hierba, (b) CMF de remolacha, (c) CNF de piel de
banana, (d) CNC de ramio:

(©) (d)

Figura 12. Formas de celulosa mediante microscopio electrénico. Fuente: (a) Kalita et al. (2013);
(b) Dufresne et al. (1997); (c) Pelissari et al. (2014); (d) Habibi et al. (2008)

6.3. Microfibrillas de celulosa (CMF)

Las microfibrilas de celulosa (CMF) pueden ser producidas por via intensiva
mecénicamente refinando celulosa purificada. CMF tienen una anchura de 20-100 nm y la
longitud varia entre 500 a 2000 nm. En la figura 13 se visualiza una muestra de MCC.

Figura 13. Muestra de MCC. Fuente: Travel Press Club (2007)
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6.4. Nanofibrillas de celulosa (CNF)

En ocasiones, la terminologia CNF y CMF se intercambia en literatura cientifica. Las
nanofibrillas de celulosa (CNF) tienen un diametro comprendido entre 20-50 nandmetros
y una longitud que varia entre los 500 a 2000 nan6metros (Kargarzadeh et al,. 2017).

Las nanofibras, a diferencia de los CNC, son producidas mediante un tratamiento
mecanico preservando la region no-cristalina en las microfibrillas, asi como, las
longitudes de las mismas. Las microfibrillas son haces largos vy filiformes de moléculas
de celulosa que se estabilizan mediante enlaces de hidrégeno principalmente por los
grupos hidroxilo del polimero de celulosa. Durante el tratamiento mecénico, las fuerzas
pelaran las fibras y los enlaces interfibrilares entre las moléculas de celulosa se romperan
dando lugar a nanofibrillas con un didmetro de dimensiones nanométricas y longitud de
fibra de comprendida entre micras y nandémetros. La empresa RISI realizé un estudio de
mercado de la CNF y lo mostré en la Conferencia TAPPI de Nanomateriales en 2014. En
ese afio tuvo un mercado de unos 28,2 M$ y la prevision es que llegue a los 158,3 M$ en
2019.

Las nanofibras de celulosa pueden ser producidas mediante diferentes fuentes de
celulosa. Bhatnagar y Sain en 2005 estudiaron la posibilidad de obtener CNF a partir de
celulosa de plantas debido a su abundancia y bajo coste. Una de las principales
aplicaciones de la CNF seria como refuerzo de la matriz polimérica por la longitud y
flexibilidad de sus fibras (Bhatnagar y Sain, 2005). En la figura 14 se puede observar CNF
a través de microscopio electrénico.

Figura 14. CNF mediante microscopio electrénico. Fuente: CelluloseLab (2018)
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6.4.1. Tratamiento mecanico de las fibras de celulosa

El tratamiento mecanico de las fibras consiste, en primer lugar, en un proceso de refino o
cryochrusching de la pulpa seguida un proceso de la homogenizacion a alta presion para
obtener nanofibras individuales de celulosa. El proceso de refino de las fibras tiene como
objeto la reduccion de la cantidad de lignina, hemicelulosa y pectina (Kamel, 2007).

Durante el proceso de refino, una suspension de celulosa al 1-2 wt% es tratada a presion
en un blender donde las fibras se someten a ciclos de estrés los cuales producen
cambios en la morfologia y longitud de las mismas. Este proceso se lleva a cabo
previamente a la individualizacion de las fibras de celulosa ya que el refino provoca la
descamacion de las capas externas de la pared celular como serian la capa P y S1. De
esta manera, queda expuesta la capa S2, que es la capa que contiene una mayor
cantidad de celulosa. Finalmente, este proceso provoca fibrilacion interna liberando la
pared de la fibra lo que es adecuado para el proceso de homogenizacién. En la figura 15
se observa la materia primera que se utiliza en el refino para obtener MCC.
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Figura 15. Bagazo que se transforma en MCC para hacer posteriormente un proceso de homogenizacion. Fuente:
Godavari Biorefineries Ltd. (2018)

En el segundo método para extraer fibras de celulosa, el cryochrusching, se utiliza pulpa
congelada mediante nitrégeno liquido. La pulpa es mecanicamente triturada y gracias a
los cristales de hielo que se forman dentro de la pared celular ayudan a extraer
fragmentos de pared celular. Posteriormente, estos pequefios cristales son disueltos en
agua para su homogenizacion.

La individualizacion de las fibras se lleva a cabo en el homogeneizador. En este proceso
tanto paras las suspensiones refinadas y como para las suspensiones diluidas de fibras
de celulosa son bombeadas a altas presiones haciendo que pasen a través de unas
vélvulas de resorte. Estas valvulas se abren y cierran con enorme rapidez creando
grandes caidas de presion que producen un efecto de cizallamiento y este efecto unido a
las fuerzas de impacto aportan un alto grado de microfibrilacién que dan como resultado
una solucion de CNF. El namero de veces que se repite el ciclo dentro del
homogeneizador depende de la materia prima inicial.
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6.5. Nanocristales de celulosa (CNC)

Los nanocristales de celulosa o CNC tienen unas dimensiones y cristalinidad que pueden
variar dependiendo de la materia primera de la cual se parta y del procesamiento que se
lleve a cabo. Se ha observado que las particulas de nanocelulosa obtenidas mediante
tunicados son mas largas comparadas con las obtenidas de la madera o algodon (Peng
et al., 2011). El diametro esta comprendido entre los 5 y 50 nanémetros y la longitud tiene
un rango de 100 a 500 nanémetros.

En la tabla 3 se pueden observar caracteristicas geométricas de nanocristales
provenientes de diferentes origenes. Al comparar los distintos origenes, se observa que
en el caso de la madera tanto el diametro y longitud suelen ser menores que los CNF
obtenidos mediante por el algodén.

Tabla 3. Caracteristicas geométricas de cristales de celulosa de diferentes origenes. Fuente:
Beck-Candanedo et al. (2005), Dufresne (2006); Araki et al. (1998); Stramme et al. (2002)

Origen de celulosa Longitud (nm) Diametro (nm) Ratio axial (L/D)

Madera 100-300 3-5 30-70

Algodoén 100-400 7-15 10-20
Alga Valonia 100 nm a pm 10-20 -
Tunicate cellulose 100 nm a ym 10-20 -
Paja de trigo 220 5 45

Los nanocristales de celulosa tienen unas caracteristicas tanto de resistencia a la traccion
como de mddulo de elasticidad que son muy superiores a otros materiales como serian el
caso del kevlar o el cable de acero, pero inferiores si se comparan con los nanotubos de
carbono. En la tabla 4 se realiza una comparativa de resistencia a la traccion y médulo
elastico de diversos materiales:

Tabla 4. Cuadro comparativo de resistencia a la traccion y médulo elastico
diferentes materiales. Fuente: Borjesson y Westman (2015)

Material Resist_gncia ala Maodulo elastico
tracciéon (GPa) (GPa)
CNC 7,5-7,7 110-220
Kevlar 35 124-130
Cable de acero 4,1 210
Fibra de carbono 1,5-5,5 150-500
Nanotubos de carbono 11-63 270-950
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Los cristales de nanocelulosa son formados durante la hidrélisis acida de las fibras de
celulosa donde se rompen las moléculas interfibrilares que unen las diferentes
microfibrillas y se separa la regién no-cristalina (ver figura 16). En el primer estadio de la
hidrélisis el acido se difunde en las zonas no cristalinas de la celulosa e hidroliza los
grupos glucosidicos. Posteriormente, estos grupos son hidrolizados y la hidrolisis finaliza
cuando se reduce el Ultimo grupo de la superficie del nanocristal se reduce.

Disordered or amorphous region Cellulose chains

(a) Crystalline regions

Cellulose nanocrystals
(b) -

Figura 16. (a) Posible estructura de union entre en dominio amorfo y cristalino en nanofibras
de celulosa (CNF); (b) nanocristales de celulosa aislados (CNC). Fuente: Royal Society of
Chemistry

La empresa RISI realiz6 un estudio de mercado de la CNC y lo mostro en la Conferencia
TAPPI de Nanomateriales en 2014. En ese afio tuvo un mercado de aproximadamente
unos 18 M$ y la prevision es que llegue a los 116,6 M$ en 2019. Como se puede
observar, en 5 afios de diferencia las ventas practicamente 7 veces superior que respecto
el afio 2014, hecho que posiblemente se deba a las nuevas aplicaciones del producto.

6.5.1. Tratamiento acido de la celulosa

Cuando la pulpa de la celulosa se trata con &cido, ésta empieza a degradarse por su parte
mas accesible de la fibra, la parte exterior. Los factores mas importantes que controlan la
hidrélisis acida de la pulpa de papel son: la concentracién de acido, el tiempo de reaccion, y
la temperatura a la que se lleva a cabo la reaccioén, entre otros muchos factores. Un tiempo
de reaccion demasiado largo hidrolizara completamente los cristales de celulosa, en cambio,
uno demasiado corto aportara un grado de polimerizacion elevado (DP) debido a las
grandes fibras no dispersas (Beck-Candanedo et al, 2005). La temperatura y tiempo de
reaccion estan correlacionados, cuanta mayor es la temperatura menor es el tiempo de
reaccion. La concentracion del &cido y el ratio de pulpa afectan también como los anteriores
factores a las propiedades de la nanocelulosa. En el apartado 7.3. Via Quimica se tratara
mas en profundidad la parte experimental del tratamiento &cido de la celulosa.
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6.6. Celulosa Bacteriana (BC)

El daltimo tipo de celulosa que se explicard en este apartado es la celulosa bacteriana
(BC). La celulosa bacteriana es un polimero extracelular sintetizado a partir de la
fermentacién de microrganismos, principalmente por bacterias del género Acetobacter.
Estas bacterias tienen una amplia presencia en la naturaleza donde llevan a cabo
fermentacion de azlcares, gracias a la cual producen la conversion de etanol a acido
acético. Estas bacterias han sido utilizadas durante afios en la industria para la obtencion de
acido acético. La BC fue descrita en 1886 por Adrian J. Brown (Brown, 1886) como “una
membrana gelatinosa traslicida que crece en la superficie del medio de cultivo”.
Posteriormente, fue descrita por Pasteur como “una especie de piel humeda, hinchada,
gelatinosa y resbaladiza” (Ring, 1982). En la tabla siguiente se podran observar otras
bacterias que son capaces que producir BC y la estructura de la celulosa posterior:

Tabla 5. Productores de celulosa bacteriana. Fuente: Jonas y Farah (1998)

Genéro de bacterias Estructura de la celulosa
Acetobacter Pelicula extracelular compuesta de ribbons
Achromobacter Fibrillas
Aerobacter Fibrillas
Agrobacterium Pequefias fibrillas
Alcaligenes Fibrillas
Pseudomonas No se distinguen fibrillas
Rhibozium Pequefias fibrillas
Sarcina Celulosa amorfa

La razoén por la cual los microorganismos producen celulosa ha sido discutida en diversos
reportes (Iguchi et. al., 2000). La primera teoria se basa en que las bacterias aerébicas
producen una pelicula para mantener su posicion cerca de la interfase aire-medio de cultivo.
La segunda asume que las bacterias generan celulosa para protegerse de los rayos
ultravioletas, y la tercera teoria propone que los microorganismos producen una “jaula” para
protegerse de enemigos e iones de metales pesados mientras que los nutrientes pueden ser
suministrados facilmente por difusion.

Una de las principales caracteristicas de la celulosa bacteriana que las diferencian de la
celulosa proveniente de las plantas es, por un lado, su pureza quimica y, por otro lado, la
ausencia de hemicelulosa y lignina. También es importante recalcar que esta celulosa de
origen bacteriano es idéntica en composicion quimica a la celulosa vegetal, aunque
presenta diferencias significativas respecto a su conformacion estructural. La estructura de
la celulosa bacteriana se encuentra formando cristales de celulosa I, y Ig. En el apartado 7.1.
Via biotecnolégica se tratara en profundidad el procedimiento para llevar a cabo este tipo de
celulosa.
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6.7. Propiedades de la nanocelulosa

6.7.1. Propiedades mecanicas

Debido a su cristalinidad y estructura nanométrica, la nanocelulosa tiene excelentes
propiedades mecanicas, la cual la convierte en un material adecuado para resistir esfuerzos
elevados. Los estudios se han centrado en el caso de ldminas secas de entre 20-200 pm.
Los valores de mdédulo de elasticidad dependiendo si el método de secado es solo con aire
0 con un prensado en caliente pueden variar entre 16 y 18 GPa de manera isotrépica, es
decir, sin depender de la direccibn en que son analizadas. Asimismo, el esfuerzo a la
traccion y la deformacién de las lAminas secas alcanzan 260 MPa y 2.1%, respectivamente
(Yamanaka et. al., 1989). En la tabla 6 se puede observar una comparativa del médulo de
elasticidad, esfuerzo a traccién y porcentaje de elongacién de diferentes materiales. Se
observa que la nanocelulosa tiene un médulo de elasticidad de mas de 15 veces el del
polipropileno y aproximadamente unas 10 veces el esfuerzo de traccion. En cambio, la NC
tiene un porcentaje de elongacion mucho menor que en los casos de la tabla siguiente.

Tabla 6. Propiedades mecanicas de materiales organicos. Fuente: Svagan et al. (2007),
Henriksson et al. (2007)

Moédulo de  Esfuerzo ala

Material Elasticidad traccion EIon[%cién
[GPa] [MPa]
Nanocelulosa 15-35 200 - 300 15-25
Polipropileno (PP) 1-15 30-40 100 - 600
Polietileno Tereftalato (PET) 3-4 50-70 50 - 300
Celofan 2-3 20 - 100 15-40

Las condiciones experimentales de temperatura y humedad también afectan a las
mediciones. A una humedad relativa (RH) del 0%, la elongacion y el médulo de Young
decrecieron desde el 2,1% y 18 GPa (Svagan et al.,, 2007) a un 8,9% y 14,7 GPa
respectivamente a un 50% de RH (Henriksson et al., 2007). En estudios posteriores se
observo que cuando se incrementa la RH del 5 al 90% el médulo se reduce de 30 a 18,9
GPa (Aulin et al., 2010). Este hecho se explica porque el agua presente en la parte
amorfa actia como un plastificante reduciendo las interaccione moleculares entre las
fibrillas de material reduciendo de esta manera la rigidez del material.
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6.7.2. Propiedades térmicas

Se ha determinado que la degradacién de la nanocelulosa en estado puro y sin
tratamiento inicia entre los 290 y 298 °C. Esta celulosa no funde y la temperatura de
transicion vitrea (Tg) oscila entre 220 y 250 °C (Back y Salmeén, 1982) (Kalaschnik et al.,
1991).

6.7.3. Cristalinidad

La estructura cristalina es una de las caracteristicas mas prometedoras de NC, induciendo
mejores propiedades mecanicas e interfaciales que en la celulosa vegetal. Se compone de
celulosa tipo Iy y lg, que corresponden respectivamente a celdas unitarias triclinicas y
monoclinicas. La proporciéon de cada uno varia debido a diferentes condiciones de cultivo,
por lo que puede modificarse si se cambia el medio nutritivo, el tipo de reactor, el pH o la
cepa bacteriana.

6.7.4. Otras propiedades

Como se observard en el apartado 8. Aplicaciones de la nanocelulosa, existen otras
propiedades importantes que no han estado mencionadas anteriormente, como seria la
biocompatibilidad que se podria definir como la ausencia de reacciones alérgicas o
inmunitarias con el contacto entre los tejidos del organismo y el material. Esta propiedad,
unida a la alta resistencia a la traccion, confiere a la nanocelulosa la posibilidad de utilizarse
en aplicaciones biomédicas tales como apdésitos para curacion de heridas, implantes y tissue
sccaffolds.

Recientemente se realizaron estudios para conocer la compatibilidad sanguinea con la
nanocelulosa y fueron favorables, por lo que se puede decir que la nanocelulosa es
hemocompatible. Esta propiedad hace que la NC se pueda utilizar como injerto venoso.
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7. Obtencion de la nanocelulosa

7.1. Viabiotecnolégica

La nanocelulosa producida por via biotecnoldgica, también llamada celulosa bacteriana
(BC), es sintetizada por la fermentacion de bacteria del genero Gluconacetobacter. Dentro
del género Gluconacetobacter, la bacteria que produce la celulosa de manera mas eficiente
es la bacteria gram-negativa del género Gluconacetobacter xylinus sucrofermentans (Dary
et al., 2012). Su morfologia es de tipo bacilo con forma de bastén y de una longitud de entre
2 a 10 micras y una anchura de 0,5 a 1 micra. Su férmula molecular es CH,O¢5,No 23 Y €s de
tipo aerdbica (Mohammad et al., 2014). En la figura 17, se puede observar una figura de la
bacteria productora de la BC con los agregados extracelulares de celulosa.

Figura 17. Representacion de la bacteria Gluconacetobacter xylinus sucrofermentans
mediante microscopio. Fuente: Alchetron (2018)

La celulosa bacteriana puede ser producida mediante fuentes de carbono diversas como
podrian ser la glucosa, sacarosa, manitol o arabitol, entre otros polisacaridos. En el apartado
7.1.2 se trataran mas en profundidad las condiciones 6ptimas para la produccion de BC.

La funcidn fisiol6gica que lleva a cabo la celulosa en la bacteria, la cual es el motivo por el
cual se encuentra en forma de agregados extracelulares, es conferir protecciébn mecanica,
quimica y biol6gica, ademas de mantener a la poblacion bacteriana en la interfase aire-
medio de cultivo facilitando el acceso al oxigeno.

Estas bacterias, también conocidas como bacterias del vinagre, son capaces de formar
acido acético a partir de glucosa. Sin embargo, su caracteristica mas importante es la
capacidad de formacion de celulosa a partir de fuentes de glucosa a través de un solo
proceso de sintesis. Este hecho que se expondra en el siguiente apartado 7.1.1.
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7.1.1. Biosintesis de la Celulosa Bacteriana

La biosintesis de la BC consta de dos etapas principalmente: la primera es la conversion de
la fuente de carbono en uridin difosfato glucosa (UDP-glucosa) y la segunda es la formacion
de la celulosa y secrecion al medio.

En la primera etapa, se inicia con la difusion de la glucosa en el microorganismo y su
conversion a glucosa-6-fostato por la enzima glucoquinasa. Posteriormente, la glucosa-6-
fosfato pasa a glucosa-1-fosfato gracias a la accion de la enzima fosfoglucomutasa. El
siguiente paso es la conversion de la glucosa-1-fosfato a UDP-glucosa por la enzima UDPG-
pirofosforilasa.

En la segunda etapa, gracias a la accion de la enzima celulosa sintasa se forma la celulosa.
La excrecion de la celulosa del microorganismo se efectlia por unos poros alojados en la
pared de la membrana celular de un diametro de 3,5 nm. La celulosa es secretada al medio
de cultivo como una subfibrilla elemental de 1,5 nm de diametro; al juntar estas subfibrillas
se forma una microfibrilla y el empaquetamiento de microfibrillas produce las fibras y las
cintas de celulosa.
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Figura 18. Representacion del proceso de formacion de celulosa bacteriana a su respectiva
aplicacion. (a) las moléculas de glucosa y fructosa representan las fuentes de carbono para el
crecimiento de Gluconacetobacter xylinus sucrofermentans; (b) biosintesis de celulosa bacteriana
mostrada como fibras azules; (c) CNF en forma de lamina; (d & e) los dos caminos determinan el uso
de la NC en productos cutaneos. Fuente: Mustafa et al. (2014)
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7.1.2. Condiciones de crecimiento de la celulosa bacteriana

A continuacion, se detallardn brevemente las condiciones de crecimiento que tienen que
tenerse en cuenta para un correcto crecimiento de la celulosa bacteriana:

7.1.2.1. Fuente de carbono

Para la produccién de celulosa, es necesaria una fuente de carbono como precursora de la
sintesis de glucosa por la via de la gluconeogénesis (Ver esquema pagina anterior). Existen
multitud de carbohidratos que pueden ser utilizados como fuentes de carbono, entre los mas
estudiados destacan la glucosa y el manitol. En el caso de la glucosa, en un estudio de Heo
se obtuvo el mayor rendimiento para la produccion de celulosa bacteriana (Heo y Son,
2002). Sin embargo, una alta cantidad de concentracion de glucosa puede inhibir tanto el
crecimiento bacteriano como la produccion de celulosa debido a la acumulacion de acidos
ceto-gluconicos que provocan a una disminucion del pH del medio (Vandamme et al., 1998).

Se han realizado multitud de estudios, entre ellos destacan Bielecki et al. (2002) y Panesar
et al. (2009), donde concluyen que el manitol es la fuente de carbono mas eficiente para
generar UDP-glucosa, es decir, para obtener una mayor productividad de celulosa (Bielecki
et al., 2002) (Panesar et al., 2009).

7.1.2.2. Fuente de nitroégeno

El nitrbgeno es el principal componente de las proteinas necesarias en el metabolismo
celular y comprende 8-14% de la masa de células secas de las bacterias. Las posibles
fuentes de nitrégeno que se pueden utilizar en la produccion de celulosa bacteriana son
extracto de levadura, peptona, sulfato de amonio, polipeptona y caseina hidrolizada o la
combinacién de las anteriores (Ramana et al., 2000).

7.1.2.3. pH
El rango de pH 6ptimo para la produccion de celulosa por Gluconacetobacter xylinus es 4-7.
7.1.2.4. Temperatura

En relacién con la temperatura, algunos autores han observado que la maxima produccion
de celulosa utilizando glucosa como fuente de carbono, se logra a los 30°C. A 25°C y 35°C
las producciones son similares en si, pero son menores que a 30°C, mientras que a 40°C no
existe crecimiento del microorganismo ya que las bacterias no sobreviven. En definitiva, el
rango de temperatura éptimo es de 28-30°C.
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7.1.2.5. Disponibilidad de oxigeno

La formacién de celulosa se produce en la interfase de la pelicula aire-celulosa y no en la
interfase medio-celulosa. El oxigeno es un factor importante para la produccién de celulosa.
Yamanaka descubrié que la concentracién de oxigeno afectd tanto a la producciéon de
celulosa como al rendimiento de la membrana formada. Una correlacion negativa entre la
produccién de celulosa sugirié que la celulosa cultivada bajo una menor concentracion de
oxigeno tenia menos ramificaciones que la celulosa cultivada bajo una concentracion de
oxigeno mas alta (Yamanaka et al., 1989).

7.1.3. Produccién de la celulosa bacteriana

Los métodos de produccion de celulosa bacteriana estudiados hasta el momento son
principalmente de tipo batch y a través de fermentaciones en cultivo estéatico (figura 19), en
cultivo agitado y en biorreactores de tipo pelicula. En sucesivos apartados se trataran las
principales caracteristicas de los mismos. Las perspectivas de futuro para la produccion de
la celulosa bacteriana tratan de resolver la baja productividad alcanzada hasta el momento a
través de la optimizacion de los reactores de tipo batch, ademas de la implantacion de
modelos de produccién en continuo.

Figura 19. Muestra de celulosa bacteriana en cultivo estatico. Fuente: Imperial
College London (2016)
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7.1.3.1. Fermentacion en cultivo estatico

En este tipo de fermentacion, la celulosa bacteriana se obtiene en forma de gel o pelicula, la
cual se encuentra en la parte superior del medio de cultivo. Se puede observar en la figura
20 una pelicula de BC. Segun estudios realizados por diversos autores, estos muestran que
los microorganismos incrementan su poblacion y produccién de celulosa al principio de la
fermentacién debido a la alta presencia de oxigeno disuelto en el medio. Pero, a medida que
este disminuye, también lo hace la actividad de las bacterias. Una vez se forma esta pelicula
de celulosa, Unicamente las bacterias situadas en la parte superior de ésta tienen acceso al
oxigeno y por ello mantienen su actividad bacteriana. En cambio, las bacterias situadas en
regiones inferiores ven su actividad bacteriana reducida debido a la falta de oxigeno en el
medio. A medida que transcurre el tiempo de fermentacion, el espesor de la pelicula se va
incrementando por la generacion de nuevas capas suspendidas en el medio de cultivo,
hecho que se puede observar en la figura siguiente (Borzani y Souza, 1995).

Los principales inconvenientes para las fermentaciones mediante esta técnica son, por un
parte, los largos periodos de fermentacion que requieren para obtener una cierta cantidad de
celulosa. Esto provoca que aumenten enormemente las posibilidades de una contaminacion
bacteriana indeseada. Por otra parte, otro importante inconveniente de esta metodologia es
la gran area superficial que requiere este tipo de fermentadores con tal de aumentar la
interfase aire-liquido.

Figura 20. Vista lateral de un cultivo estatico de BC donde se observa la pelicula de BC y en la capa inferior unas
colonias de levadura entre burbujas de CO,. Fuente: Drexel (2013)
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7.1.3.2. Fermentacion en cultivo agitado

Debido a la gran necesidad que tienen las bacterias de oxigeno, la mejor opcion a la hora de
producir celulosa bacteriana es a través de biorreactores que aumenten el contacto de las
bacterias con el oxigeno disuelto en el medio de cultivo. Para lograr aumentar la superficie
de interfase aire-liquido se utilizan biorreactores aireados. Este tipo de reactor tiene también
inconvenientes como, por ejemplo: la oxidacion de la fuente de carbono.

Se tratara brevemente dentro de los fermentadores de cultivo agitado, por un lado, el
fermentador de tanque agitado y, por otro lado, el fermentador air-lift. EI primero de todos
consiste en un biorreactor que dispone de unos agitadores en forma de palas a diferentes
alturas que mueven el contenido del reactor. Ademas, disponen de una entrada de aire que
aumenta la concentracion del mismo dentro del medio de cultivo. En la figura 21-A se puede
observar una representacion del mismo. Este tipo de biorreactor tiene diversos
inconvenientes como serian el suministro insuficiente de oxigeno, la forma irregular de la BC
producida y la acumulacion simultdnea de mutantes no productores de BC en el cultivo de
agitacion. Por otra parte, la insolubilidad del producto de celulosa plantea obstaculos para la
transferencia de nutrientes dando como resultado la no homogeneidad del conjunto.

Por otra parte, los biorreactores air-lift son mezclados gracias a una corriente de gas,
normalmente aire u oxigeno para ayudar al crecimiento bacteriano. En la figura 21-B se
observa un diagrama de funcionamiento del mismo y en la 21-C como es una
representaciéon de un biorreactor air-lift de 250L. La primera vez que fue usado un
biorreactor air-lift para la produccién de la celulosa bacteriana fue en el afio 2000 (Chao et
al.,, 2000). La ventaja que presenta este tipo de reactores en comparacion con el reactor
agitado es la disminucion de los costes de energia para la agitacion de la mezcla.

Airlift fermenter

Motor 3 l Feed l—-—> exhaust gases
% Cooling jacket

o draught tube

o
air inlet

(A) Mixed product (B)

Figura 21. (A) Representacion de tanque agitado. Fuente: Essential Chemical (2017); (B): Diagrama de
funcionamiento de Reactor air-lift; (C): Reactor air-lift de 250L. Fuente: Biotech Sicence (2016)
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A continuacion, se introduciran los reactores de pelicula. Estos tienen la finalidad de
aumentar el area superficial de la masa bacteriana depositando las bacterias en forma de
pelicula. De esta manera se aumenta la densidad celular, y a consecuencia de esto, se
aumenta el contacto del medio de cultivo con el oxigeno lo cual genera un aumento en la
produccion de celulosa bacteriana. Un ejemplo de este tipo de biorreactores es el biorreactor
rotatorio y los biorreactores de células inmovilizadas, estos Ultimos también llamados
biofilms.

El biorector de tipo rotatorio consta en una entrada de inoculo (flecha marrén de la figura 22)
y de varios discos circulares montados en un eje central giratorio. El biorreactor de discos
giratorios ha sido disefiado de tal modo que la mitad de la superficie de sus discos quedan
sumergidos en el medio y la otra mitad quedan expuestos a la atmdsfera. Con la rotacion
continua a unas 4-5 rpm, la superficie de los discos se alterna entre el medio de cultivo y
atmosfera.

Figura 22. Representacion de Biorreactor de disco rotatorio. Fuente: Reactors (2013)

Los reactores de biofilm muestran varias ventajas sobre los reactores de células
suspendidas, principalmente en proporcionar alta densidad de bacterias y alto rendimiento
de produccion. Chen et al. (2017) mejoré con éxito la produccion de CB mediante el uso de
un reactor de biofilm con soportes plasticos o PCS (Plastic Composite Support). Los PCS
mejoran en gran medida la produccion por el aumento de superficie que generan.
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En la siguiente figura se observa en primer lugar la representacion un biorreactor biofiim de
la marca BioSurface modelo 1320LS y en la figura 23-B y 23-C se observan ejemplos de
soportes plasticos que seran introducidos en el biorreactor para aumentar la superficie de
contacto:

(A)

Figura 23. (A): Representacion de un biorreactor de biofilm Modelo 1320LS. Fuente: BioSurface Technologies
(2018); (B & C): Soportes plasticos para crecimiento biolégico. Fuente: Veolia Water Technologies

En la tabla siguiente se observa la concentracion de celulosa obtenida mediante diferentes
reactores. El reactor de mezcla perfecta es con el que se obtiene una mayor concentracion
de celulosa, pero, en cambio, tiene inconvenientes como serian el alto coste energético,
ademas de los esfuerzos de cizallamiento a los que estarian sometidas las bacterias que
podrian provocar la muerte de las mismas y consecuentemente, una disminucion de la
productividad.

Tabla 7. Comparacion de la productividad de celulosa en funcion del tipo de reactor. Fuente: Krystynowicz
et al. (2002), Cheng et al. (2002), Hofinger et al. (2011), Song et al. (2009)

Tipo de . . Productividad Concentracion
Ventaja Inconveniente
reactor [g/l-h] [/

Alta productividad y facil SR GBI

Agitado energético y esfuerzo de 0,058 - 0,23 4,57 - 13
escalado . h .
cizallamiento de las células
Air-lift Alta productividad y bajo Elevado consumo 0,056 - 0,116 38-87
esfuerzo cortante energético
] Adecuado para cepas .
Discos 2 Gran riesgo de
rotatorios EEIEEES, Al contaminacion D R

concentracion celular
Alta concentracion celular
Biofilm y productividad; Facil Dificil escalado 0,08 5,8
separacion del producto
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7.2. Via natural

La via natural se basa en la extraccion y purificacion de la nanocelulosa proveniente de la
nata de coco. A continuacion, se explicara que es y como se obtiene la nata de coco.

7.2.1. ¢Qué es lanatadecoco?

Nata de coco fue uno de los primeros productos disponibles en el mercado en contener
celulosa bacteriana. Nata de coco es un producto blanco con una textura gelatinosa,
gomosa e incluso chiclosa, el cual se utiliza para la produccion de golosinas o postres, entre
otras muchas aplicaciones alimentarias. Se produce a través de la fermentacion de
Acetobacter xylinum en un medio de cultivo formado por leche de coco o el agua de coco,
ademas de agua y sulfato de amonio: (NH4),SO,.

Nata de coco, es originaria de las Filipinas, se desarrollé gracias a sustancias gelatinosas
flotantes que aparecieron después de unos dias en los desechos del zumo de pifia
(Lapuz et al., 1969). El crecimiento de la pelicula de nata de noco, que se produce
gracias a la bacteria Gluconacetobacter xylinus, fue descrito por primera vez por en 1880
por Brown, el cual identificé la nata de coco como un producto quimicamente equivalente
a la celulosa (Budhiono et al., 1999). Actualmente la nata de coco se utiliza, como se ha
mencionado anteriormente en postres y dulces, pero también en ensaladas, helados,
zumos, salsas y en bebidas dietética tanto por su bajo contenido calérico como de
colesterol. Ademas, si se reduce el contenido en agua del producto, puede ser utilizado
también como sustituto de la goma xantana o como espesante alimentario (Okiyama et
al., 1993). En la figura 24 se observa una ampliacién de la nata de coco con su respectivo

envase.
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Figura 24. (A) Envase y (B) ampliacion de Nata de Coco. Fuente: Amazon (2018)
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En la actualidad la nata de coco tiene un amplio mercado a nivel mundial y se encuentra
con facilidad en una gran cantidad de paises. A continuacion, en la tabla 8 se pueden
observar los paises donde se produce mayor cantidad de coco a nivel mundial:

Tabla 8. Ranking de produccién de cocos a nivel mundial en el afio 2014.
Fuente: Coconut Development Board. Government of India (2014)

Superficie Produccién
Orden Paises plantada (millones de
(x1000 Ha) kg)
1 Indonesia 3610 16354
2 Filipinas 3502 14696
3 India 2141 21665
4 Sri Lanka 440 2870
5 Brasil 251 2919
6 Papua Nueva Guinea 221 1483
7 Tailandia 206 1001
8 México 169 1118
9 Vietnam 159 1245
10 Tanzania 128 545,8

Una parte de la produccion de cocos de estos paises se destina a la produccién de la nata
de coco ya que este producto tiene un gran valor afiadido si es comparado con la leche o el
agua de coco. Principalmente se fabrica en Filipinas e Indonesia que son los paises con una
mayor produccion de cocos. En Filipinas, la primera fabrica se construy6 en Laguna en 1987
y tenia una facturacion de 4960$ anuales y se ha ido incrementando desde entonces hasta
llegar a los 2,1 M$ en 1992 y 20,81M$ en 1994. En 2010, las ventas de este producto
alcanzaron los 6050 M$ en este pais, es decir, corresponde a un 3% del PIB de Filipinas
ese afio seguin datos del Banco Mundial.

Indonesia es el primer productor mundial de coco seguin se puede observar en la tabla 8.
Tiene empresas industriales tanto de tamafio pequefio, mediano y grande que son capaces
de producir grandes cantidades de nata de coco. Por ejemplo, una de las empresas mas
grandes de Indonesia llamada PT Keong Nusantara Abadi. Mensualmente obtiene de
aproximadamente 96.000 cocos, unos 32.000 litros de leche de coco que acaban
produciendo unas 20 toneladas de Nata de Coco. En origen y gracias a un analisis del
Banco Central de Indonesia, se conoce que la Nata de Coco tiene un precio de 460€/t (en
peso seco) (Andrade et al., 2010).
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7.2.2. Proceso de produccién de la nata de coco

La bacteria mas comun para la produccién de CB es la gram-negativa Acetobacter
xylinum. Existen unos factores que afectan a la produccion: la concentracion apropiada
del medio de cultivo, pH, temperatura y oxigeno disuelto (DO). Durante la primera etapa
de la fermentacién, tanto el proceso de la formaciéon de celulosa como el consumo de
glucosa estadn controlados por la concentraciébn de oxigeno, en cambio, en las Ultimas
etapas los azucares se devienen en factor limitante (Budhiono et al., 1999)

El pH 6ptimo para fermentacion se encuentra entre 4-7 y el medio de cultivo se compone
de agua de coco o leche de coco con suplementos de sacarosa y sulfato de amonio,
entre otros (Masaoka et al., 1993). Finalmente, la temperatura Optima para la obtencion
de nata de coco se situa entre los 25 a 35°C.

El medio de cultivo con una altura de unos 2 a 4 cm se coloca en unas bandejas de
plastico cubiertas de una lamina de papel para evitar contaminaciones por agentes
externos indeseados. En un plazo de entre 7 a 14 dias, teniendo controladas las
condiciones experimentales, se obtienen unas ldminas de una nata de coco de entre 1-2
cm con una textura suave y gomosa (ver figura 25). Para cosechar las laminas del
producto, se elimina el medio de cultivo y se dejan con agua. Para su comercializacion,
se corta la Nata de Coco en cubos de 1,5 cm de lado (ver figura 24) y se le afiade un
almibar en el recipiente para aportar dulzura al producto final.

Figura 25. Laminas de Nata de Coco en bandejas. Fuente: NataCorp (2018)
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7.3. Via quimica

Como se ha tratado previamente en el apartado 6.5.1.Tratamiento acido de la celulosa, la
nanocelulosa también se puede obtener por la via quimica mediante la adicion de ciertos
acidos.

En experimentos consultados de diversos autores utilizan, por una parte, una gran variedad
de fuentes de celulosa y, por otra parte, diferentes acidos y proporciones de los mismos.
Ademads, fluctian enormemente el tiempo, temperatura de reaccion y procesos posteriores
como serian la dialisis y sonicacion en diferentes autores y experimentos.

Como fuentes de celulosa, Bondeson et al. (2006) emplea MCC proveniente de Picea de
Noruega (Picea abies), en cambio, tanto Dong et al. (1998) y Beltramino et al. (2016)
llevaron a cabo nanocelulosa mediante celulosa pulverizada en un 98% de la misma. Por
altimo, Filson y Dawson-Andoh. (2009) utilizaron pulpa de papel reciclada con un 1% de
lignina proporcionada por la empresa American Fiber Resources.

En cuanto a los acidos utilizados no existe tanta discrepancia como con las fuentes de
celulosa, tanto Bondeson et al. (2006), Dong et al. (1998) y Beltramino et al. (2016)
realizaron los estudios mediante al acido sulfurico a una concentracion entre 64-68% en
peso. Mientras que, Filson y Dawson-Andoh (2009) lo llevé a cabo mediante acido
maleico entre 50-100 mM. Filson utilizaba cantidades muy pequefias de celulosa
cercanas a los 0,2 gramos, lo cual, ademéas de su bajo rendimiento obtenido en sus
experimentos, lo hacia poco factible para llevarlo a cabo a escala de laboratorio.

Para llevar a cabo la sintesis quimica de la nanocelulosa se decidié llevarla a cabo
mediante el procedimiento explicado por Bondeson y su equipo ya que utilizaba unas
condiciones menos energéticas que el resto de estudios analizados. Ejemplo de ello
seria, por un lado, la utilizacién del hielo para realizar la mezcla de &cido sulftrico al
68,4% en peso y, por otro lado, una temperatura de 40 °C para la mezcla de MCC y &cido
sulfarico durante dos horas. Otro motivo para seguir la metodologia empleada por
Bondeson fue el alto rendimiento de aproximadamente un 18% vy la longitud de tamafio
nanométrico de las fibras obtenidas cercanas a unos 180 nandmetros y ademas de
birrefringencia de flujo. Se definiria la birrefrigencia de flujo como un efecto que tienen
ciertos liquidos que muestran distintos grados de reflexion de la luz polarizada segun la
direccion del flujo.
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8. Aplicaciones de la nanocelulosa

La nanocelulosa combina excelentes propiedades que confieren a su estructura las
caracteristicas Unicas de los materiales a escala hanométrica. Debido a sus propiedades
estructurales y mecénicas Unicas como seria la alta pureza, grado de cristalinidad, densidad
y gran capacidad de unién con agua, en comparacion con la celulosa de plantas, se espera
que la NC se convierta en un material basico en gran cantidad de campos.

La NC tiene una gran area superficial. Esta calidad, combinada con su naturaleza altamente
hidrofilica, da como resultado una capacidad de carga de liquido muy alta. Ademas, su
biocompatibilidad, transparencia, conformabilidad y no toxicidad la convierten en un
candidato ideal para una amplia gama de aplicaciones en diversos campos, especialmente
aguellos relacionados con aplicaciones biomédicas y biotecnolégicas (Dahman et al., 2010).

Todas estas propiedades permiten a la nanocelulosa ser apta para una gran cantidad de
aplicaciones. En la tabla siguiente se observaran algunas de las aplicaciones que se estan
investigando y utilizando en la actualidad. Algunas de ellas se explicaran mas en
profundidad en apartados siguientes.

Tabla 9. Areas y aplicaciones de la nanocelulosa. Fuente: Ougiya et al. (1997),
Czaja et al. (2006), Lee et al. (2012)

Area Aplicacion

Piel artificial para quemaduras o Ulceras, entrega de

Medicina/biomedicina : o : . ;
medicamentos, aposito para heridas antimicrobiano...

Estabilizador de emulsiones como por ejemplo: cremas,

Cosmética ténicos...
Industria alimentaria Celulosa comestible (nata de coco)
Industria del papel Aumentar flexibilidad y durabilidad del papel
Construccion/polimeros Como material de refuerzo
Electronica Elementos opto-electronicos
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£
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8.1. Aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas

La nanocelulosa desde que fue reconocida como un hidrogel altamente biocompatible, ha
sido sujeto de una extensa investigacion para explotar sus propiedades en el &mbito
biomédico. Diversos cientificos consideran que la NC es una excelente alternativa al
polimero sintético ya que dispone de una alta biocompatibilidad. El polimero sintético en
aplicaciones a largo plazo no cumple adecuadamente con sus funciones y es la causa una
respuesta inmune excesiva.

La nanocelulosa es un polimero natural de excelente pureza que tiene la oportunidad de
convertirse en un producto muy competitivo en el campo médico en diversas aplicaciones
por sus caracteristicas estructurales como serian: (1) estructura reticular ultrafina lo cual es
un efecto de la alta cristalinidad y de la uniaxialidad en la orientacion de las subfibrillas de
celulosa; (2) insolubilidad; (3) gran elasticidad y transparencia, después de la purificacién,
debido al espesor nanométrico de las fibras; (4) hidrofilicidad debido a la gran cantidad de
microporos en su estructura; (5) al formarse el hidrogel con un 95% de agua, al presionar
suavemente puede permitir la salida de ésta; (6) carencia de hemicelulosa, lignina y pectina
las cuales estan asociadas con la celulosa proveniente de plantas; (7) biocompatibilidad
como resultado de la gran pureza del material y de la falta de efectos toxicos en tejidos; (8)
alta resistencia a la traccion debida a la estructura reticular ultrafina la cual esté relacionada
con los altos valores del modulo de Young; (9) posibilidad de modificaciones quimicas y
fisicas durante la cultivacién (Bielecki et al. 2002) (Bielecki et al. 2012). En la figura 26 se
ejemplifican algunas de las posibles aplicaciones en el camp biomédico de la NC.
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Application of BC in
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Figura 26. Algunas aplicaciones biomédicas de la nanocelulosa. Fuente: Linay Yue (2011)
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8.1.1. Curacioén de heridas

La primera aplicacion para la que se utilizé la NC fue como un sistema para la curacién
de heridas. En los afios 90 del siglo pasado, diferentes grupos cientificos y
empresariales, principalmente de Estados Unidos y Brasil, realizaron diversos estudios
para producir hidrogel de NC por sus propiedades hidrofilicas. Sin embargo, el primer
estudio publicado fue en 2006 por la Universidad Tecnoldgica de Lodz publicé un analisis
sobre la aplicacion de hidrogel de nanocelulosa para la curacion de quemaduras de
segundo y tercer grado.

Segun los autores, el apésito se compone de una membrana de nanocelulosa que se
mantiene humeda durante un gran lapso de tiempo. Se caracteriza por facilitar el proceso
de recuperacion de los enfermos debido a: (1) gran conformabilidad y grado de
adherencia aun siendo partes del cuerpo que tengan movimiento; (2) mantener entorno
donde haya la humedad apropiada unido a propiedades que enfrian la piel; (3) absorber
los exudados de la herida debido a su estructura de nanoporos; (4) transparencia la cual
permite estudiar el avance de las heridas; (5) permeabilidad del oxigeno el cual ayuda a
una regeneracion de la piel con mayor rapidez (Czaja et al., 2006).

El estudio realizado por la Universidad de Polonia mostré que la membrana de NC mejoré
significativamente el proceso de cicatrizacion gracias a la eliminacion de restos necréticos
y una mejora de la granulacion de tejidos. De esta manera, acelerd el proceso de
reepitelializacion comparado con métodos tradicionales. También se tiene que recalcar
que esta membrana redujo enormemente el tiempo diario necesario para las curas y el
dolor y molestias de los pacientes (Czaja et al., 2006).

El método de produccién patentado por la universidad de Lodz fue comprado por la
empresa BOWIL Biotech Ltd. la cual empezé a producir apdsitos para heridas y mascaras
faciales bajo el nombre CELMAT®. Existen diferentes empresas que comercializan
apositos de celulosa en diferentes partes del mundo como seria en Brasil la empresa
Fibrocel Productos Biotecnoldgicos Ltd. (anteriormente llamada BioFill Industries) o en los
Estados Unidos la Xylos Corporation® lleva afios produciendo NC.

CEL |MAT CEL |MAT

Figura 27. Apésito de nanocelulosa CELMAT®. Fuente: CELMAT (2018)
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Esta primera generacion de apositos tuvo excelentes resultados en pacientes con
guemaduras graves, como serian las de segundo o tercer grado. Con el paso del tiempo
se han abierto lineas de investigacion para ofrecer una mayor calidad de vida a estos
pacientes, los cuales no s6lo necesitan un tratamiento eficaz para la rapida curacion de la
herida, sino que ademas, precisan de un apésito que sea capaz de proteger contra
infecciones y deshidratacién. Las lineas de investigacion se han centrado, por una parte,
en mejorar las propiedades antibacterianas por medio de la adicién de plata en forma
nanométrica u 6xido de zinc. Por otro lado, se han estudiado la adicion de medicamentos
en la celulosa, como serian analgésicos o antibiéticos, los cuales son liberados
gradualmente para obtener una reduccion del dolor o acelerar el proceso de curacion.

f | : (&) 20002020 1 1:29AN
Figura 28. Nanocelulosa obtenida EJbr la Universidad Técnica de Lodz. (A): Pelicula de celulosa bacteriana;
(B): Aposito producido mediante una membrana de celulosa purificada; (C): Aplicacion in vivo de hidrogel de
celulosa en la unidad de quemados de un hospital. Fuente: Bowil Biotech Ltd. (2011)

8.1.2. Implantes basados en NC

Los investigadores buscaban un biomaterial que curase las heridas de manera efectiva y
gue restaurase las funciones de los tejidos u 6rganos dafiados. El objetivo era encontrar
un material que cumpliese unas ciertas cualidades, no Unicamente que imite la matriz
extracelular, sino que inicie el proceso de formacion de tejido y pudiese modificar sus
propiedades superficiales, porosidad y forma. A pesar de lo anterior, el criterio clave para
la eleccién de la NC fue la biocompatibilidad. La biocompatibilidad de la nanocelulosa ha
sido investigada en un gran nimero de ocasiones con resultados satisfactorios en todos
los casos. Estudios in vivo no han mostrado practicamente ninguna reaccion atipica al
cuerpo, tampoco fueron detectadas cdépsulas fibrticas ni células gigantes por
microscopio. En implantes en a corto y a largo plazo no hubo ningun tipo de inflamacion
en tejidos (Pértile et al., 2011).

Recientemente, se realizaron andlisis in vitro de la compatibilidad sanguinea con la
nanocelulosa y como resultado se obtuvo que NC también es un material
hemocompatible, por ello también se utiliza para produccién de injertos venosos. En 2009
Xylos Corporation® recibio la aprobacion de la Food and Drugs Administration (FDA) para
el uso de la NC bajo el nombre de Xylos Vessel Guard®, entre otros productos.
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Para la obtencién de injertos venosos, la NC crece con la estructura en forma de tubo.
Ademds, se estan desarrollando membranas con otras formas para multitud de
aplicaciones. El proceso esta brevemente ejemplificado en la figura 29 donde se observa
en este caso un implante de duramadre, que es la meninge mas externa que protege el
cerebro. El mismo proceso se llevaria a cabo para una reconstrucciéon de cartilago, nasal
septum y una reconstruccion de menisco.

Mesh
perforations

Cellulose
nanofibers

Figura 29. Compuesto obtenido de BNC y un polimero perforado por via estéatica. (A): Biosintesis de la celulosa
con un material polimérico en un biorreactor; (B): Producto final de la cultivacion; (C): Representacion
esquematica de las fibras creciendo entre las perforaciones. Fuente: University of Lodz (2009)

En la figura 30 se puede observar diferentes implantes realizados mediante nanocelulosa
utilizados para reconstruccion y regeneracion de tejidos

Shaped native
BNC

Bacterial nanocellulose implants

\ Chemically
\ modified BNC

Figura 30. Overview de implantes hechos de NC. Fuente: University of Lodz (2016)
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8.1.3. Tissue scaffolds

Otra aplicacion de la nanocelulosa en el campo biomédico son los tissue scaffolds o
“andamios” que son estructuras temporales que facilitan la regeneracion de los tejidos
dafiados del cuerpo humano mediante la suportacion y el anclaje a unas estructuras
tridimensionales fabricadas con nanocelulosa que reduzcan el posible estrés que puedan
sufrir estos tejidos. Des del punto de vista celular precisan tener una arquitectura interna
apropiada con una red interna de canales y poros interconectados para soportar el
crecimiento celular y permitir el flujo de nutrientes. Debido a estas estructuras el tejido
dafiado puedes ser regenerado ayudando a las células a llegar a la forma final del tejido.

Desde un punto de vista mas técnico, la construccion de los tissue scaffolds debe ser
optimizada mediante una serie de parametros como seria el tamafio y forma del poro, nivel
de interconectividad y porosidad. En la practica, cuanto mayor es el grado de crecimiento y
proliferacion celular, mayores son valores de porosidad. Por lo general suele tener la NC
unos diametros comprendidos 32,08 + 10,85 nandémetros y los poros 254.16 + 76.65 nm
(Pértile et al., 2011). En la figura 31 se puede observar los microporos y las fibras de
nanocelulosa.

Figura 31. Representacion mediante microscopia electronica de nanofibras de celulosa y microporos.
Fuente: University of Lodz (2009)
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8.2. Aplicaciones como material de refuerzo

Otra importante aplicaciéon donde se utiliza la nanocelulosa es como material de nano-
refuerzo en polimeros renovables ya que si se compara el rendimiento mecanico de éstos
suelen ser inferior comparado con los polimeros provenientes del petréleo (Blaker et al,
2011). Un ejemplo de polimero renovable seria, por un lado, el acido polilactico (PLA) o el
polihidroxibutirato (PHB). Ambos materiales tienen una gran fragilidad, un porcentaje de
elongacion de entre el 1y 2 % y ambos poseen una baja temperatura de distorsion cercana
alos 60°C (Barham y Keller., 1986) (Lee et al., 2012) (Markarian., 2008).

A grandes rasgos, combinar una matriz polimérica con un material de refuerzo hace que
se cree un material resultante con mejores propiedades que las que disponian los
materiales inicialmente. Ahora bien, si se tienen en cuenta las matrices anteriormente,
como seria el caso del PLA o PHB, y se afiade la nanocelulosa como material de
refuerzo, el conjunto acaba teniendo propiedades mecénicas similares a los polimeros
provenientes del petroleo. Tanto las nanofibras de celulosa como la nanocelulosa
bacteriana pueden ser consideradas fuentes ideales de material de refuerzo por su baja
densidad - alrededor de 1,5 g/cm?- y que son materiales renovables, biodegradables y de
baja toxicidad.

En la tabla siguiente se observan diferentes materiales poliméricos con respectivos
valores de resistencia a la traccion tanto de la matriz polimérica como del material
compuesto con hanocelulosa y el factor de aumento o disminucion del mismo. Si se realiza
una comparativa de las propiedades antes y después de la adicion de nanocelulosa se
observa un incremento muy significativo del médulo de elasticidad del PLA ya que aumenta
entre un 20% a un 70% con respecto el valor inicial de la matriz polimérica.

Tabla 10. Propiedades de traccion de los compuestos de polimero reforzado con NC. Fuente: Zhijiang y
Guang (2011) Gu et al. (2010), Li et al. (2010), Lee et al. (2009)

Polimero
dela % w Ecomposite O Ccomposite Enatriz O Matriz Ecomposite O composite
matriz (Gpa) (MPa) (Gpa) (M Pa) Ematriz O Matriz
2 1.75+0.05 57.7+1.4 1.34+0.04 60.7+0.8 1,3 1
PLA 5 1.89 +0.02 60.9+0.5 1.34+0.04 60.7+0.8 1,4 1
11,5 1.153+0.4 18.72 +1.45 0.687 +0.10 16+1.1 1,7 1,2
PHB 50 26105 424+ 3,6 21+04 28.0+2 .8 1,2 1,5
LDPE 1 0.962 £0.068 206+1.3 0.771£0.09 254+19 1,2 0,8
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8.3. Aplicaciones paralaindustria del papel

El papel es uno de los productos mas utilizados diariamente. La industrial de la pulpa y el
papel produce enormes cantidades de materiales celuldsicos, los cuales son producidos a
partir de una amplia variedad de fuentes. La produccion anual a nivel mundial del afio 2014
es aproximadamente de 407,6 millones de toneladas. Se cree que la produccion anual
crecera enormemente, en primer lugar, por la irrupcién del comercio electronico el cual
precisa embalajes de carton para la distribucién de sus productos y, en segundo lugar, por el
crecimiento demografico en las ciudades, que hara aumentar la cantidad de productos con
una base de celulosa.

Se ha estudiado la adicién de nanocelulosa como aglutinante a la pasta de papel debido a
qgue mejora la resistencia, durabilidad, ademéas de aumentar el brillo del papel y reducir su
gramaje (Hioki et al., 1995).

Actualmente, Ajinomoto Co. en colaboracion con Mitsubishi Paper Mills en Japon estan
desarrollando nanocelulosa, mas concretamente celulosa bacteriana, para productos de
papel (Ougiya et al., 1997). Se analiz6 que sucedia cuando celulosa bacteriana producida
tanto en régimen agitado como estéatico se afiadia a la pasta de papel y en ambos casos
la resistencia a la traccion como la filler retention aumentaban. Se denomina filler
retention en la industria papelera a sustancias que mejoren la retencion de particulas
finas durante la formacién del papel. La utilizacion de los mismos reduce los costes de
productos quimicos al disminuir los restos de papel en el agua de la instalacion. En
especial, la celulosa bacteriana obtenida mediante medio de cultivo agitado tenia
mayores efectos filler retention que la estética.

Figura 32. Papel realizado mediante NC. Fuente: IGEM (2014)
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8.4. Aplicaciones en el campo de la electrénica

Otro campo de utilizacién de la nanocelulosa es en el campo de la electrénica. Se ha
empezado a desarrollar en esta area por el hecho que la celulosa es un material
biodegradable y podria llegar a ser un buen sustituto de muchos materiales utilizados en
aparatos electronicos que permanecen en vertederos durante centenares de afios sin
descomponerse. El profesor Ma de la Universidad de Wisconsin consiguioé en 2015 fabricar
chips de arseniuro de galio que, en vez de utilizar obleas de silicio, emplean un material con
una base de nanocelulosa para que sea biodegradable y no se empleen metales raros que
puedan provenir de paises con conflictos internos o que sean minerales de sangre. Tanto
en la figura 33 y 34 se observa una aplicacion del chip.

Figura 33. Ampliacion del chip de nanocelulosa. Fuente: MIT (2015)

El profesor Ma y su equipo observaron que se podia reducir en 5000 veces el material
semiconductor utilizado para el chip. Ademas, analizaron el comportamiento respecto de un
chip de iguales caracteristicas, pero realizado mediante silicio y observaron que tenia las
mismas propiedades en ambos casos.

Figura 34. Ampliacion del chip de nanocelulosa. Fuente: MIT (2015)
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9. Estado del arte de la nanocelulosa

En este apartado se estudiaran trabajos de otros autores para conocer diferentes procesos
de sintesis de las 3 vias utilizadas en este proyecto: la via biotecnoldgica, la via natural y la
quimica. Ademas, se analizaran resultados experimentales mediante las mismas técnicas
gue se utilizaran: espectroscopia infrarroja, difraccion de rayos-X y microscopia electronica.

La via biotecnoldgica ha sido estudiada durante bastantes afios con resultados diversos. En
1962, Ohad et al. ya habian estudiado la bacteria Glucoacetobacter xylinus para la
obtencién de celulosa bacteriana (Ohad et al., 1962). En este experimento obtuvieron
nanocelulosa en una pequefa proporcidon y la caracterizacién de la misma fue llevada a
cabo mediante un microscopio electronico, pero la calidad de las imagenes obtenidas es
baja en comparacién con las obtenidas mediante los SEM actuales.

En el afio 2009, McKenna et al. realizaron un experimento con el medio llamado: Hestrin &
Schramm (HS) el cual contenia: 5 g/L de peptona, 5 g/L extracto de levadura, 2,7 g/L de
Na,HPO,, 1,15 g/L &cido citrico y un 2% (w/v) glucosa (McKenna et al., 2009). En este
experimento se analizo, en diferentes tiempos, la idoneidad del uso de NaOH 0,1M hirviendo
con la BC durante 30 minutos. Se observé mediante SEM que el tratamiento con NaOH no
afecta a las fibras. También se realiz6 un estudio de propiedades mecéanicas de la CB
mediante NaOH y CB sin tratar y los resultados no diferian en gran medida.

Chen y su equipo en 2017 realizaron un estudio de las propiedades mecanicas de BC
obtenida mediante diferentes cepas del género Acetobacter llevadas a cabo mediante el
medio HS (Chen et al., 2017). Los rendimientos obtenidos en algunos casos llegaban a
superar los 2 g/L. Los autores realizaron un conjunto de analisis como seria RMN, SEM y
finalmente un estudio filogenético para conocer el porcentaje de las diferentes cepas que
habian utilizado.

Como se observa en los ejemplos anteriores, la celulosa bacteriana esta siendo
ampliamente estudiada desde hace afios y en especial en la Ultima década para conseguir
CB con un proceso de altos rendimientos y para analizar propiedades mecanicas de la
misma para comprobar que esta sustancia puede ser utilizado en un amplio campo de
aplicaciones como se ha visto en el apartado 8.

En cuanto a la nanocelulosa obtenida mediante de forma natural a partir de la nata de coco
también ha sido estudiada por diversos autores. A continuacion, se expondran algunos de
los dltimos experimentos.
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La obtencion de nanocelulosa a partir de nata de coco también ha sido realizada por
multiples autores. En 2012, Johari et al. realizaron un estudio para comparar las
propiedades en celulosa micro y nanocristalina de la nata de coco (Johari et al., 2012).
Esta fue lavada hasta que el pH se mantuvo neutro y se seco a 60 grados obteniéndose
un polvo blanco. Para obtener NC se afiadié al polvo anterior &cido sulftrico al 65% en
peso a 45 grados durante 45 minutos. Posteriormente se aumentd el pH mediante la
adicion de agua destilada, se centrifugé y finalmente se liofiliz6. Johari y su equipo
concluyeron que la NC nanométrica disponia de mejores propiedades que la
microcelulosa ya que al disminuir el tamafio de fibras, una mayor interaccion seria
posible. Ademas, este tipo de celulosa dispone de un mayor tamafio de poros y de una
mayor capacidad aceptadora de agua.

En cambio, los resultados de Halib et al. (2012) difieren con el autor anterior con el
tiempo con el que la Nata de Coco debia de ser sumergida en agua. En este caso se
trataba de entre 1 a 2 semanas, se cree que este mayor lapso de tiempo es porque la
nata de coco de este segundo caso provenia de proveedores locales malayos que estaba
ya mezclada con almibar para su venta y no provenia directamente de celulosa
bacteriana obtenida de manera estatica como en el primer caso.

Por dltimo, la sintesis quimica ha sido comentada en el apartado 7.3. Via quimica
realizando una comparativa de diversos autores.
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10. Parte Experimental

10.1.Introduccion a la Sintesis y Caracterizacion de la
Nanocelulosa

En este proyecto se llevara a cabo la sintesis y caracterizacion de la nanocelulosa de tres
origenes diferentes. La primero que se llevd a cabo fue la sintesis biotecnolégica, en la cual
se utiliz6 como base el Trabajo Final de Master realizado por Alberto Garcia el cual tenia el
titulo siguiente: Optimizacion de la Biosintesis de Nanocelulosa Bacteriana por
Fermentacion (Garcia, 2017). Se precis6 del reservorio de Gluconacetobacter xylinus
sucrofermentans que permanecia congelado en eppendorfs desde el 2017 por el mismo
Alberto Garcia como fuente de bacterias. En esta primera sintesis se realizard una
fermentacién en un biorreactor de 1,5 L y finalmente se purificara mediante NaOH para
tratar de eliminar las proteinas bacterianas restantes en la mezcla.

En la segunda sintesis, la sintesis natural, se utilizé6 nata de coco obtenida de a una tienda
especializada. Se realizé un proceso de purificado mediante NaOH (Sigma) con posterior
ultracongelacién mediante nitrdgeno liquido y finalmente una adicion de acido para
transformar la posible microcelulosa en nanocelulosa. En la extraccion de la nanocelulosa a
partir de la nata de coco se siguié el procedimiento llevado a cabo por Mohd Amin et al.
(2013).

En la dltima sintesis se llevd a cabo, en cierta medida, mediante el procedimiento de
Bondeson (2006) que precisaba de la adicion de acido sulfarico al 64,8% a la MCC (Sigma).
Se escogi6 este procedimiento ya que era el que disponia de unas condiciones
experimentales donde se requeria una menor temperatura durante la sintesis.

Finalmente, para comprobar si los resultados experimentales obtenidos son vdlidos se
realizard la caracterizacion de los mismos mediante espectroscopia infrarroja, difraccion de
rayos X y microscopia electronica. Estos dos ultimos andlisis se llevaron a cabo en Centro
de Investigacion en Ciencia e Ingenieria Multiescala de Barcelona. A modo de comparativa,
la empresa Cellulose Lab (Canada) cedié muestras de CNF y CNC. Ademas, la empresa
Borregaard (Noruega) cedi6 una muestra de Exilva para realizar la comparativa con las
muestras obtenidas en el laboratorio. En apartados siguientes se observan los resultados de
los andlisis de caracterizacion de las muestras.
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10.2.Material de laboratorio

10.2.1. Ultracentrifuga SIGMA K10

Para realizar las separaciones de fases y posterior obtencién de la nanocelulosa es
necesaria una ultracentrifuga. La ultracentrifuga que se utiliza en el laboratorio es del
modelo SIGMA K10 es un modelo para grandes volimenes. Tiene una capacidad maxima
de carga de 6 litros a dividir en 6 compartimentos. Esta centrifuga cuenta con un sistema de
refrigeracion que baja progresivamente la temperatura hasta unos 3-5 °C. Con el rotor
disponible, la velocidad de giro maxima es de 8066 rpm.

Figura 35. Ultracentrifuga SIGMA K10
10.2.2. Agitador Magnético IKA C-MAG HS7

Para mejorar la agitacion y mantener a cierta temperatura se precisa del agitador magnético
calefactable IKA C-MAG HS7. Tiene una capacidad méxima de agitacion de 10L y mantiene
una temperatura constante entre 30 a 250 °C gracias a una capa calefactora de
vitroceramica la cual tiene una resistencia quimica muy elevada.

Figura 36. Agitador magnético IKA C-MAG HS 7
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10.2.3. Colorimetro ZUZI 4200A, X=660nm

Otro de los instrumentos que se utilizara en el laboratorio serd el colorimetro Zuzi 4200A, un
colorimetro es un instrumento capaz de medir absorcién de luz de una disoluciéon en una
frecuencia de onda determinada, en este caso se medira a 660 nm ya que como se vera en
imégenes posteriores la mezcla se torna rojiza y a esta longitud de onda se analiza el color
rojo. La absorbancia de la muestra nos dara una idea de la concentracion de celulosa y
bacterias que posee una muestra con lo que indicard una medida de avance de la
biosintesis

@ ©

Figura 37. Colorimetro Zuzi 4200A

10.2.4. Estufa JP Selecta Conterm

Para realizar esterilizaciones en seco, es decir, con el objetivo de tener le material de
laboratorio fuera de contaminacion se ha utilizado la estufa Selecta a una temperatura de
200 °C. Este procedimiento consiste en introducir el material de laboratorio, previamente
enjuagado con lejia, en la estufa de 200 °C durante 2 horas para la eliminacion de
microorganismos existentes.

Figura 38. Estufa JP Selecta Conterm
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10.2.5. Liofilizador

El liofilizador de la marca Christ modelo Alpha 1-4 serd utilizado durante el proceso de
purificacion de las muestras para extraer el agua de las mismas. Este modelo tiene una
capacidad de 4 kg y alcanza los -55 °C. La liofilizacién trabaja congelando la muestra y
luego reduciendo la presion, a practicamente el vacio, para permitir que el agua congelada
sublime directamente desde la fase sélida a la fase gaseosa, sin pasar por el estado liquido.
En la figura 39-B se observa un manémetro que debe estar por debajo de los 0 bar cuando
el liofilizador estda en marcha para sublimar el agua del interior de las muestras. Para bajar la
presion se precisa de una bomba de vacio de la marca Telstar que se intenta que esté el
mayor tiempo posible para aumentar la velocidad de la liofilizacién.

.

Figura 39. (A & B): Liofilizador Christ Alpha 1-4
10.2.6. Sonicador Selecta

Se utilizé un bafio de ultrasonicos de la marca Selecta el cual tenia una capacidad de 9 litros
con un temporizador de 15 minutos que se para automaticamente. Se utiliza el sonicador en
la sintesis quimica para eliminar los grupos sulfato.

Figura 40. Sonificador Selecta de 9 litros
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10.2.7. Espectrometro de infrarrojo

El espectrometro de infrarrojo utilizado es un FTIR Spectrum-Two de Pelkin Elmer. El
funcionamiento de este aparato se basa en el haz de radiacion infrarroja que se refleja
penetrando unas micras en la superficie del material a analizar midiendo la absorcién por
parte de las moléculas. Es una técnica que sirve para determinar la estructura de
compuestos organicos. En el caso de los experimentos concernientes al trabajo se utiliza
para comparar la MCC, CNF y CNC con las muestras obtenidas mediante las diferentes
sintesis.

Figura 41. Espectrometro de Infrarrojo
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10.3.Sintesis de nanocelulosa por via biotecnoldgica

10.3.1. Composicion del medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado en este proyecto es el resultante de la optimizacion llevada a
cabo por Alberto Garcia en su Trabajo Final de Master en 2017 (Garcia, 2017). En la
siguiente tabla se detallaran los reactivos necesarios para la preparacion de 500 mL de
medio de cultivo que es la cantidad necesaria para el crecimiento de la primera fase del
inéculo. Posteriormente, este inéculo se introducird en un biorreactor de 1,5L el cual estara
contenido en 1,5 litros de calcio de cultivo calculados segun la proporcion de la tabla 11.

Tabla 11. Composicién del medio de cultivo. Fuente: Garcia (2017)

Compuesto Concentracion Cantidad
P [g/500 mL] (%]
Extracto de .
levadura 2 e
Glucosa 50 10,00%
Na;HPO, 1,35 0,27%
Acido citrico 0,575 0,12%
Agua destilada 443 88,60%
Fe(S04) 7H20 0,045 0,01%
CaCl;-2H,0 0,035 0,01%
Monohidrocloruro
0,
de L-Lisina 0,05 0.01%
Glicina 0,05 0,01%
L-Glutamina 0,05 0,01%

Cuando se han introducido todos los componentes para la preparacion del medio de cultivo
en un erlenmeyer de 1 L, se debe de dejar durante un minimo de una hora a temperatura
ambiente en el agitador magnético IKA para que se disuelvan correctamente todos los
componentes anteriores.
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10.3.2. Procedimiento experimental

Previamente a llevar a cabo el crecimiento del indculo, se tiene que realizar una
esterilizacion en seco. Para ello, primero hay que realizar un lavado del material con
hipoclorito sodico para eliminar microorganismos indeseados presentes en los recipientes.
Posteriormente, se procede a realizar lavados sucesivos con agua destilada para eliminar
cualquier resto de hipoclorito sédico que impida el crecimiento de Gluconacetobacter xylinus
sucrofermentans. Finalmente, se expondr4 el material que esté en contacto con las
bacterias en el estufa a 200 °C durante 2h para llevar a cabo la esterilizacion en seco.

Antes de introducirse el medio de cultivo en los erlenmeyers, éste debe de ultrafiltrarse para
eliminar cualquier traza de microorganismo indeseado que haya contaminado el medio de
cultivo mientras se mezclaba. Para ello se precisa de una filtracién al vacio con un filtro de
450 nanémetros, previamente todo el material necesario para la ultrafiltracion también ha
pasado por un proceso de esterilizacion en seco.

B \

Figura 42. Muestra congelada de Bacterias Gluconacetobacter xylinus
sucrofermentans proveniente del cultivo de Alberto Garcia en 2017

Se divide en partes iguales el medio de cultivo, se mantiene a una temperatura de unos 30-
35 °C y se introduce en erlenmeyers que previamente han sido esterilizados. Se le afiade
una punta de espatula de bacterias Gluconacetobacter xylinus sucrofermentans, figura 42,
en cada uno de ellos provenientes de unas muestras de estas bacterias congeladas por
Garcia (2017).

Las condiciones de cultivo del crecimiento bacteriano seran de 30-35°C y pH 6-7. Para el
optimo crecimiento de las bacterias aerdbicas se incorpora una agitacion elevada con un
agitador magnético IKA con la finalidad de proporcionar el oxigeno necesario por medio de
la turbulencia. Se mantendran dichas condiciones durante las 48 horas que dura la
fermentacion.
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En la figura 43-A se observan los erlenmeyers previos al llenado con el medio de cultivo con
un iman para la agitaciéon. En la figura 43-B se ejemplifica cuando se acaban de llenar con
medio de cultivo y después de la incorporacion punta de espatula de Gluconacetobacter
xylinus sucrofermentans al medio. Para intentar reducir las posibilidades de contaminacion
de microorganismos se tapa con un papel el cual permite la correcta aireacion, pero evita,
en cierta medida, la contaminacion.

Figura 43. Representacion previa (A) y posterior (B) al llenado del medio de cultivo y la bacteria.

En la figura 44 se observa el antes y después de las 48h de la fermentacion. Se puede
contemplar en la figura 44-B que después de 48h de fermentacién la mezcla se ha
oscurecido y ha espesado.

Figura 44. Cultivo inicial (A) y pasadas 48h (B)
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Se analiz6 la densidad 6ptica de ambos erlenmeyers mediante el colorimetro ZUZI 4200A
midiendo a 660 nm. Para ello se midié en el primer momento su densidad dptica, ésta media
0,6 por lo que se decidio llevar a cabo una dilucion del 10% ya el valor maximo que mide
este colorimetro es de 2 y lo sobrepasaria con creces después de 48h. Los valores de la
actividad optica para ambos erlenmeyers se observan en la siguiente grafica:

Grafico 1. Densidad optica vs tiempo
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Pasadas las 48h de inicio del experimento se debe de hacer una centrifugacion para una
correcta separacion de la fase sélida y del medio de cultivo, por ello, debe de hacerse
durante 20 minutos a 8066 rpm y entre 3-5 °C. En la siguiente figura se observa el
precipitado de bacterias en la base del recipiente. Se elimina el sobrenadante del recipiente
y se mantiene el concentrado de bacterias refrigerado hasta su uso. Se repite el mismo
procedimiento explicado anteriormente tanto para la preparaciéon de 1,5L de medio de cultivo
como para la esterilizacion del biorreactor de 1,5L y del material que se utilizara
posteriormente.

Figura 45. Sobrenadante y precipitado de bacterias
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En la siguiente figura 46-A se observa el biorreactor recién llenado de medio de cultivo y
bacterias obtenidas del proceso anterior. A diferencia de la sintesis anterior, en esta se
aflade una punta de espatula de silicona para evitar crear espuma y que rebose del reactor
el concentrado de caldo de cultivo y bacterias. Se también observa en la imagen 46-A el
agitador y el tubo con el que se conecta la bomba de aire que insufla aire a la mezcla.
Ademas, se precisa de una camisa calefactora que mantenga el contenido a unos 30 grados
durante la sintesis. En la imagen 46-B se observa el resultado de la reaccion.

Figura 46. (A): Biorreactor lleno de medio de cultivo y precipitado de bacterias (B): resultado de la reaccion

Para conocer el proceso de la reaccion se ha analizado la actividad 6ptica de igual manera
gue en el anterior proceso. Cuando se ha completado la reaccion, es decir, cuando no
guedan mas azucares de los cuales las bacterias se alimentan, es cuando se mantiene
constante la densidad Optica. Se puede vislumbrar este hecho en el grafico siguiente:

Grafico 2. Densidad Optica en biorreactor de 1,5L vs tiempo
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Si se comprara el gréfico 1 y 2 anteriores, se observa que en el primero de ellos no ha
habido el crecimiento exponencial que claramente se contempla en segundo. Se decidio
detener la biosintesis de celulosa para evitar contaminaciones en el primer caso ya que el
erlenmeyer estaba tapado con papel y no cerrado como el biorreactor. Tanto en los
erlenmeyers como en el biorreactor de 1,5 L se realizaron mediciones de pH cuando se
extraian muestras de la mezcla medio de cultivo y bacterias para analizar la actividad 6ptica
y en todos los casos el pH se encontraba en el intervalo 6-7.

10.3.3. Separacion y purificacion de la celulosa bacteriana

Para separar la celulosa bacteriana del medio de cultivo, primeramente, se precisa de una
etapa en la ultracentrifugadora SIGMA K10 de 25 minutos a 8066 rpm y a una temperatura
de entre 3-5 °C para poder separar el concentrado de bacterias, la celulosa y el liquido
sobrenadante. Este procedimiento se lleva a cabo un total de 3 veces con una duracién de
25 minutos cada una. Cada vez que se lleva a cabo una centrifugacion, se intenta reducir el
namero de recipientes que contienen CB para tratar de reducir pérdidas operativas. Siempre
gue se lleva a cabo una centrifugacioén los 6 recipientes deben contener el mismo peso, ya
gue de otra manera la maquina se encontraria descentrada y se pararia automaticamente.

Para la separacion de la celulosa bacteriana de las bacterias hay que realizar una
destruccion o lisis de las bacterias. EI método de lisis escogido es mediante el tratamiento
con una solucién basica de NaOH 2M durante 24 horas a temperatura ambiente y lavado
con agua para eliminar el NaOH. En la siguiente figura se observa el inicio (47-A) y final de
la adicibon de NaOH (47-B), asi como como queda el precipitado después de la
centrifugacion (47-C).

Figura 47. Inicio (A) y final (B) de la reaccion con NaOH; (C) Concentrado de bacterias y celulosa bacteriana
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Este proceso se lleva a cabo por segunda vez sin necesidad de liofilizar la BC y de realizar
una espectroscopia IR ya que como observé Garcia, A (2017) ain, como minimo, debe de
realizarse otra adicion de NaOH para reducir la presencia de proteinas bacterianas. Se llevo
a cabo otra adicibn de NaOH 2M durante 48 horas a temperatura ambiente. En la figura
siguiente se observa el inicio (48-A), final del lavado de CB con NaOH (48-B) y el
concentrado del mismo (48-C). Como en primer lavado con NaOH, el concentrado de
bacterias se obtuvo mediante 6 centrifugaciones de 20 minutos cada una a 8066 rpm y 4 °C.
Para reducir el pH del conjunto se fue afiadiendo agua destilada en cada lavado. Por dltimo,
se siguié el mismo procedimiento de ir concentrando en el minimo de recipientes el
precipitado con el objetivo de minimizar pérdidas operativas.

Figura 48. Inicio (A) y final (B) del segundo lavado con NaOH; (C): Concentrado de bacterias
y celulosa bacteriana

El secado de la celulosa bacteriana se realiza mediante la liofilizacion. Para ello,
previamente hay que congelar mediante nitrdgeno liquido el concentrado de bacterias y
celulosa bacteriana que se ha obtenido mediante centrifugacion. Cuando la muestra ha
estado congelada, ésta se introduce en el liofilizador que tiene una temperatura de -54 °C y
en ese mismo instante se debe de realizar el vacio mediante una bomba de vacio de la
marca Telstar para evitar que la humedad ambiental se congele en los tubos de refrigerante
y reduzca el rendimiento del liofilizador. Se mantiene la muestra en el liofilizador hasta que
se encuentra completamente seca. Esta muestra precis6 de 5 dias hasta su completo
secado. Durante estos dias se fue encendiendo la bomba de vacio a intervalos de 5 horas
diarias para aumentar la velocidad del secado.
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Se realiz6 un analisis mediante espectroscopia IR de la celulosa bacteriana obtenida
mediante dos lavados de NaOH y posterior liofilizacion. Se observé en el gréfico 3 de la
proxima pégina, en el segundo lavado con NaOH era aun muy predominante la zona las
proteinas de las bacterias en la franja de 1600 cm™. Por este motivo, se decidi6 realizar otro
tratamiento con NaOH 2M durante 48 horas, pero en este caso, también durante un periodo
2 horas se decidi6 llevar la mezcla a una temperatura 60 grados para intentar degradar en
mayor medida proteinas bacterianas. En la figura 49-A se observa el inicio del tercer lavado
con NaOH y en la figura 49-B se observa el final de la reaccion.

Figura 49. Inicio (A) y final (B) de la tercera reaccion con NaOH

En la siguiente tabla se ejemplificara el peso himedo y seco de la celulosa obtenida
mediante 2 y 3 lavados con NaOH.

Tabla 12. Peso himedo y seco de celulosa bacteriana del segundo y tercer lavado con NaOH

Peso hiimedo de CB Peso seco de CB Rendimiento
(9) (9) (9/L)
Segundo lavado 14,33 2,37 1,58
Tercer lavado 15,5 1,56 1,04

Como se observa en la tabla 12, el rendimiento de la sintesis biotecnolégica baja con
respecto del segundo al tercer lavado ya que hubo pérdidas operativas y hubo una lisis
celular y rotura de enlaces por medio de la utilizacion de NaOH.
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A continuacion, se muestran las gréficas de espectroscopia IR de la MCC vy la celulosa
bacteriana obtenida en la primera réplica del experimento mediante el tratamiento con
NaOH y posterior liofilizacién de la segunda y tercera reaccion con NaOH,

A continuacién, se va a realizar un andlisis de los picos que aparecen en los proximos
graficos. Para ello, primero se empezard desde nimeros de onda mayores a menores. Las
3 muestras del grafico siguiente tienen dos picos a 3265 y 2915-2840 cm™ que
corresponden a las vibraciones de grupos -OH y C-H respectivamente. En la siguiente
franja, se observan unos picos a 1632-1638 y 1534 cm™ que son representativos de enlaces
de amidas los cuales se encuentran asociados con proteinas bacterianas y biomasa
residual. Esta biomasa residual puede ser originada por la bacteria o por compuestos del
medio de cultivo que permanecieron junto a las fibras de celulosa después de los lavados
con NaOH. Se observa gue entre el segundo y tercer lavado con NaOH a 60 grados estos
picos mencionados anteriormente se reducen en un 60%. El pico a 1429 cm™ corresponde al
enlace C-H.

La siguiente franja a estudiar estd comprendida entre los 1400 a 1000 cm™. En esta franja
se encuentran cuatro picos, el primero de ellos se encuentra a 1410-1420 cm™ y representa
al enlace C-H, mas concretamente el CH, con una flexion simétrica. En el segundo y
terceros se encuentran a 1110 y 1060 cm™ y corresponden a los enlaces C-OH y C-C-OH,
respectivamente. Por Gltimo, existe un pico muy prominente a 1024 cm™ que representa el
enlace C-O-C. (Chang y Chen, 2016)

Gréfico 3. IR de MCC, CB con 2y tres lavados con NaOH
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En el gréfico 4 estan representados tanto la MCC, CNF, CNC y la celulosa bacteriana
obtenida mediante 3 lavados con NaOH. Se observa que tanto la MCC, CNF, CNC y CB
tienen aproximadamente los mismos picos que los mencionados en la pagina anterior para
el gréfico 3.

Grafico 4. IR de MCC, CNF, CNC y CB con 3 lavados de NaOH
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10.3.4. Procedimiento experimental de laréplica

Como se observara en apartado 13. Microscopia electronica y en el apartado
14. Comparativa de resultados de IR, XRD y microscopia electrénica esta primera sintesis
bacteriana no tuvo los resultados esperados. En IR si que aparecieron los picos tipicos de la
nanocelulosa, pero en cambio en XRD ni el SEM aparecio celulosa bacteriana.

Por este motivo, se decide repetir el procedimiento experimental llevado a cabo en la
primera réplica, pero con algunos cambios. El primero de ellos es que no se utilizo la
muestra de BRP 2001, también llamada Acetobacter xylinus, proveniente del reactor de
Alberto Garcia. Sino que se opté por utilizar una muestra liofilizada de dichas bacterias
proveniente de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) que se compré en noviembre
de 2016 y se realiz6 un primer cultivo con las condiciones que recomienda el vendedor que
se encuentran en la tabla de la pagina siguiente.
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Tabla 13. Medio de Cultivo recomendado por CECT para BPR 2001. Fuente: CECT

Medio de Cultvo Concentracién (g/L)
Extracto de levadura 5
Peptona 2
Manitol 25
Agua 1000

Se afiadieron 300 ml del caldo de cultivo anterior a un erlenmeyer que con agitacion
magnética y se mantuvo durante unas 48h a 30 grados para el éptimo crecimiento
bacteriano. Cuando se han superado las 48 horas, se centrifuga el contenido y una parte se
guarda congelado en eppendorfs para posteriores futuros experimentos. EIl resto del
contenido de las bacterias se introduce en el biorreactor de 1,5L con el caldo de cultivo en la
misma proporcion que la tabla 11. El procedimiento llevado a cabo para esterilizarlo es el
mismo que en la primera réplica.

Pasadas 24h de inicio del experimento, se centrifuga a 8066 rpm y a 6 °C. El concentrado
de bacterias se aflade a una disolucion de NaOH 0,1M a 80 grados durante 30 minutos.
Posteriormente, se centrifuga sucesivas veces (en las mismas condiciones anteriores) con
agua destilada para reducir el pH de la mezcla. La CB obtenida se congela mediante
nitrégeno liquido y se mantiene en el liofilizador durante 72h. La produccién de
nanocelulosa, después de liofilizar, fue de 4,33 g/L. La nomenclatura utilizada en el gréfico
siguiente: CB R2 significa celulosa bacteriana de la segunda réplica.

Gréfico 5. IR de CNF, CNC, MCCy CB R2
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Los picos representados en el grafico anterior se encuentran explicados al final del apartado
10.3.3 Separacion y purificacion de la celulosa bacteriana.
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10.4.0btencion de nanocelulosa por via natural

10.4.1. Procedimiento experimental

El procedimiento experimental llevado a cabo en la obtencion de nanocelulosa por via
natural se basa en el utilizado por Mohd Amin et al. (2013). Se empieza con el escurrido del
almibar con el que la nata de coco es acompafiada en el recipiente. Se realizan multiples
lavados con agua destilada. Se escurre el liquido restante y, posteriormente, se realiza un
lavado con abundante agua destilada y, por ultimo, se vuelve a verter el contenido dentro de
frasco de la nata de coco y mas agua destilada. Se mantenian los frascos con refrigeracion
para que reducir las posibilidades de sufrir contaminacion bacteriana. El proceso
mencionado previamente se repitié cada dia durante 3 dias consecutivos para eliminar el
almibar diluir los azlicares presentes en el liquido que acompafia la nata de coco.

Después de repetir por tercera vez el proceso de limpieza del parrafo anterior, se elimina el
agua destilada del ultimo lavado y se mezcla mediante una batidora a 250 rpm durante 10
minutos. Se aparta una porciéon de la nata de coco batida para realizar un andlisis de IR del
antes y después de todos los procesos que se lleven a cabo. La nata de coco batida era
extremadamente gelatinosa con un color blanquecino.

La nata de coco se afiadié a 1,5 L de disolucion de NaOH a 80 grados durante 1h para
eliminar glucidos y proteinas presentes en la mezcla inicial. En la figura 50-A se observa la
mezcla a 80 °C inicialmente y en la figura 50-B se visualiza la mezcla al final de la hora de
reaccion.

Figura 50. (A): nata de coco con NaOH 80 °C inicialmente;
(B): mezcla de nata de coco y NaOH pasada 1h
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El resultado de la reaccion con NaOH se centrifuga sucesivas veces, en primer lugar, para
eliminar el color negruzco observado en la figura 50 y, en segundo lugar, para reducir
progresivamente el pH hasta llegar a un pH neutro mediante la adicion de agua destilada en
cada centrifugacion de 20 minutos a una temperatura de 5 grados. Se precisaron un total de
5 centrifugaciones. En cada centrifugacion, se intenta reducir el nimero de recipientes
utilizados para reducir posteriores pérdidas operativas. Posteriormente, el precipitado de la
centrifugacion se debe de congelar mediante nitrégeno liquido para introducirse en el
liofilizador, de esta manera se elimina toda el agua para posteriores procesos. En la imagen
51-A se observa a muestra de nata de coco centrifugada después del tratamiento con NaOH
y en la 51-B se observa la nata de coco después de la liofilizacion.

Figura 51. (A): Resultado del centrifugado de nata de coco después del tratamiento con NaOH;
(B): Nata de coco después de liofilizar

Para que la muestra de la figura 51 estuviera seca tuvo que permanecer durante un minimo
de 72 horas, durante este lapso de tiempo se ha ido encendiendo la bomba de vacio un
periodo de 5 horas diarias para intentar acelerar el proceso de secado. Previamente a seguir
con el procedimiento experimental, se cogié una muestra para posteriores andlisis mediante
de espectroscopia IR.
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Se preparé una disolucion de 500 mL del 20% en volumen de &cido fosforico (H;PO,). A
continuacion, se ejemplifican los calculos realizados para conocer el volumen de &cido
fosforico. Se partia de acido fosférico (Sigma) al 85% en peso:

_ 0,85-Vfosforico _ 0,85-Vfosforico (mL)
" Volumen total de disolucién 500 mL

(Ecuacion 1)

V4cido fosterico= 117, 6 mL

Se introdujo en la disolucién anterior de &cido fosférico al 20% la nata de coco seca obtenida
mediante el tratamiento con hidréxido sédico que habia permanecido 72h en el liofilizador.
La reaccion se llevo a cabo a una temperatura de 60 °C durante 2h. En la siguiente figura se
visualiza el final de la reaccion.

Figura 52. Final de reaccion de Nata de Coco con acido fosférico

Al finalizar las 2h se afiade 500 mL de agua y se sigue agitando durante 30 minutos
adicionales manteniendo la temperatura de 60 °C. Para la etapa de purificacion, se realizan
un total de 4 lavados de 30 minutos de duracion cada uno a 8066 rpm y 5 °C. Se analiza el
pH en cada lavado para confirmar que ha llegado a pH neutro, y cuando es asi, se elimina el
sobrenadante y el precipitado se introduce en un recipiente que sera congelado y puesto en
el liofilizador durante otras 72h.
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La masa obtenida después de los tratamientos con NaOH y acido fosférico fue de 11
gramos. Después de pasar por el tratamiento de liofilizacion, la masa final seca fue de 4,5
gramos.

Para calcular el rendimiento, primero de todo se pes6 la masa de nata de coco inicial que se
habia partido. Esta era de aproximadamente de 780 gramos (muestras con agua). El
rendimiento se calcula a partir de la siguiente formula:

= e/ 100 = 22 100 = 0,57% (Ecuacién 2)

masa inicial

A continuacion, se muestran las graficas de la espectrometria infrarroja de la nata de coco
sin tratar, de la nata de coco mediante el tratamiento con NaOH vy finalmente, la nata de
coco con NaOH y tratamiento &cido:

Grafico 6. IR de nata de coco sin tratar y tratada
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En el anterior grafico se observa, a grandes rasgos, que el IR de los tres compuestos
graficados es muy similar y no se observan cambios significativos. La nata de coco sin tratar
se observa que tanto el pico a 3280 cm™ y la zona de 450-950 cm™ se encuentran en un
nivel superior al resto de nata de coco que ha recibido algun tipo de tratamiento. En la
siguiente pagina se detallaran los picos méas importantes de la nata de coco NaOH y acido.
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Para visualizar de una mejor manera los gréficos de la nata de coco con NaOH y NaOH y
acido se decide graficarlos de manera separada a la nata de coco sin tratar. Se grafican
ademas el IR de tanto nanocristales y nanofibras para compararlo con la nata de coco.

Gréfico 7. IR de la nata de coco tratada con NaOH y nata de coco con NaOH y &cido
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A continuacion, se ejemplifican los picos mas importantes del espectro infrarrojo de la nata
de coco con NaOH y acido:

Tabla 14. Picos del espectro de nata de coco NaOH y acido

Nimero de onda (cm™) Tipo de enlace

3340 -OH

2905 -CH

1432 -CH

1400 -CH>
1110 -C-OH
1059 -C-C-OH
1024 -C-0-C
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10.5. Sintesis de nanocelulosa por via quimica

10.5.1. Procedimiento experimental

Como se ha tratado previamente en el apartado 7.3. Via quimica, la metodologia
experimental llevada a cabo para la sintesis de la nanocelulosa por via quimica se basa, en
cierta medida, en el estudio de Bondeson et al. (2006). Se escogié dicho procedimiento
experimental ya que, en comparacion con demas estudios analizados, éste se llevaba a
cabo con condiciones experimentales menos energéticas gracias a la utilizacion de hielo
para reducir la temperatura de la mezcla. Se obtenian ademas unas longitudes de fibras
cercanas a 180 nanOmetros y un rendimiento experimental del 18%, hecho que lo
diferenciaba de algunos de los estudios llevados a cabo por otros autores. Dicho estudio se
explicara en profundidad, ademas de tratar los cambios llevados a cabo.

Las diferentes réplicas de dicho experimento se llevaron a cabo mediante los mismos
reactivos, Unicamente difieren en el orden de introduccién de los mismos. En este
experimento se utilizé acido sulfarico al 96% (Panreac), se precisé una dilucion del mismo a
la concentracion al 64,8% en peso. Se decidi6 escoger una masa total de acido de 150
gramos. A continuacién, se ejemplifica el calculo realizado para conocer la masa de agua
necesaria para realizar la dilucién de acido del 96 al 64,8%:

150:-0,96
150-0,96+150-0,4+masa agua

= 0,648 > Masa agua = 72,2 gramos (Ecuacion 3)

B 15 g McC . _ o
Masa MCC = 100 mL disolucion (150 g H,SO,4 + 72,2 g H,0) = 33,33 g (Ecuacion 4)

En la primera réplica se sigui6 el experimento de Bondeson y su equipo. Se afiadieron tanto
33,33 g de MCC (Sigma), calculado a partir de la ecuacion 4, como 60 gramos de agua en
un erlenmeyer de 1L. El conjunto se mantuvo en un bafo de hielo durante 10 minutos hasta
que la temperatura disminuy6 hasta los cero grados. En la figura 53-A se observa la mezcla
mencionada anteriormente, la cual tenia una textura de semisélida que no permitia ser
agitada mediante un agitado magnético. Por este motivo, requiri6 un agitado manual
mediante una varilla de vidrio para la completa dispersion de la microcelulosa en agua.

Se introdujeron progresivamente los 150 gramos de disolucion de acido sulfdrico de manera
gue no aumentase excesivamente la temperatura ya que se trata una reaccion muy
exotérmica. Por Ultimo, se enjuagé el vaso de precipitados que contenia acido sulfarico con
12,2 gramos de agua restantes para finalmente tener una disolucion de un 64,8% en peso
de acido sulfurico. A partir de este punto, se continGa con agitacién manual ya que la mezcla
continda en el bafio de hielo y la MCC continda sin solubilizarse.
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En la figura 53-A se observa la mezcla de MCC y agua, la figura 53-B ejemplifica el final de
la adicion de sulfdrico aun con el bafio de hielo. Finalmente, en la figura 53-C se visualiza el
final de la reaccion después de 2h a 40 grados centigrados.

Figura 53. (A): Mezcla de MCC y agua en bafio de hielo; (B): MCC, &cido sulfurico en bafio de hielo;
(C): final de la reaccion después de 2h a 40 grados

Cuando se ha enfriado suficientemente la mezcla de MCC, acido sulfdrico y agua, se aparta
el bafio de hielo y se deja en el agitador magnético IKA a 40 °C. Al aumentar
progresivamente la temperatura, la MCC se va solubilizando llegando a no precisarse un
agitado manual. El tiempo total de reaccion fue de 2 horas. La figura 53-C se observa el final
de la reaccion.

Después de finalizar las dos horas de reaccion, se afiaden unos 500 mL de agua al
erlenmeyer y se mantiene la agitacién durante otros 20 minutos adicionales, en primer lugar,
para enfriar la mezcla y en segundo lugar para reducir la viscosidad del conjunto. Se
centrifuga un total de 5 veces a 5 °C durante 15 minutos y 8066 rpm mediante la adicién de
agua destilada a la mezcla hasta que el pH haya aumentado hasta un pH cercano a pH
neutro. En cada centrifugacion se va concentrando el precipitado en un menor namero de
recipientes, es decir, inicialmente estaba dividido en 6 y finalmente Unicamente en 2. De uno
éstos se extrajo el precipitado y se guardé en un recipiente para su posterior congelacion.

En el segundo, se realiz6 el proceso de sonicacibn mediante el sonicador Selecta.
Finalmente, también se tuvo que realizar una ultima centrifugacion en las mismas
condiciones anteriores ya que para el proceso de sonicacién el precipitado debia estar
solubilizado dentro del recipiente. Ambas muestras obtenidas, tanto la sonicada como la no
sonicada, fueron congeladas mediante nitrogeno liquido e introducidas en el liofilizador
durante 48 horas hasta su completo secado.
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Como se observa en las imagenes de la pagina anterior, la mezcla de MCC se torné negra
por lo que se cree que se carbonizo6 por la adicion del &cido sulftrico con agua. Para evitar
gue se volviese a oscurecer la nanocelulosa final, se decidi6 cambiar el orden de
introduccion de los reactivos.

Se precisaron un total de 4 réplicas hasta que las muestras no se tornaron negras y se
obtuvo un rendimiento cercano al tedrico de Bondeson. En las siguientes réplicas se
afiadieron los 60 gramos de agua en el erlenmeyer de 1L con un bafio de hielo y se
introdujeron muy lentamente los 150 gramos de disolucion de acido sulfarico. Se esper6 a
que el conjunto tuviese una temperatura cercana a cero grados para evitar que se volviese a
oscurecer la MCC.

Posteriormente, se introdujo la MCC paulatinamente en el erlenmeyer y se observé que no
se solubilizaba por que el conjunto se encontraba a una temperatura muy baja por lo que
precis6 de agitacion manual. Cuando se acabé de introducir los 150 gramos de MCC, se
afiadio el erlenmeyer con la mezcla anterior en el agitador IKA a 40 °C durante dos horas.
Durante este tiempo se observa que se va solubilizando progresivamente mas hasta que lo
hace completamente. En la figura 54-A se observa el final de la reaccién, posteriormente se
han introducido 500 mL de agua para reducir la temperatura.

Se procede a un total de 6 centrifugaciones por réplica de una duracién de 30 minutos cada
una a 8066 rpmy a 4 °C. En la figura 54-B se observa el precipitado de un color amarronado
que pertenece al precipitado de una de las primeras centrifugaciones. Mediante sucesivas
centrifugaciones este color desaparece y se torna blanquecino. A partir de aqui, se sonica la
mitad de la nanocelulosa obtenida y las dos muestras, tanto la sonicada como la no-
sonicada, se congelan con nitrégeno liquido y se introducen en el liofilizador durante unas
72 horas. El resultado de la liofilizacién se visualiza en la figura 54-C.

Figura 54. (A): Muestra después de las 2h de reaccion; (B): Precipitado después de
centrifugar durante 30 minutos
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A continuacién, se podran visualizar los IR de la primera réplica tanto la muestra sonicada
como la no-sonicada. Dichos picos se encuentran explicados en profundidad en el apartado
10.3.3 Separacion y purificacion de la celulosa bacteriana. En los gréaficos siguientes la
nomenclatura utilizada como R4 significa réplica 4. EIl rendimiento de esta sintesis se sitla

alrededor del 10%.
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11. Analisis de difraccion de R-X (XRD)

11.1.Fundamento tedrico y condiciones experimentales

Este analisis se llevd a cabo en el Centro de Investigacion de Ciencia e Ingenieria
Multiescala de Barcelona gracias a la ayuda de la técnica Michela Romanini que llevo a
cabo los andlisis. Para la realizacion de esta segunda técnica de caracterizacion se utilizé
un difractrometro D8 Advanced de Bruker (Germany) que se puede observar una
representacion en la figura 55-A. En este modelo, la radiacién es Cu-Ka (A=1,5406 A) a
40KV y 40 mA. En esta maquina se mantiene constante la fuente, pero tanto el receptor
como la muestra pueden variar sus angulos.

El difractometro se fundamente en la ley de Bragg que se encuentra representada en la
ecuacion 5: A=2-d-sin(0) (Ecuacion 5)

Figura 55. (A): Difractometro D8 Advariced. Fuente Bruker; (B) Muestras analizandose mediante
difractometro; (C): Detalle de las muestras

Las condiciones experimentales utilizadas en este experimento son, por un lado, el andlisis
del angulo 2-theta de entre 5 a 30° cada 0,05°. Por otro lado, la velocidad de rastreo es de 5
segundos, es decir, se detiene 5 segundos por step para realizar el conteo durante este
tiempo que es lo que posteriormente se grafica en el apartado 12.2 Resultados
Experimentales. Para realizar el experimento, cada muestra estuvo un tiempo de 48
minutos. En el intervalo de 5-10 grados los rayos pueden incidir directamente de la fuente
sobre el receptor dando cuentas erréneas y hay que controlar la temperatura ambiental que
no supere los 30 °C para evitar dafios en la electrénica del aparato por ello la sala del XRD
se encuentra climatizada.
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11.2.Resultados experimentales

A continuacién, se mostraran los graficos de R-X obtenidos siguiendo las condiciones
experimentales mencionadas en el apartado anterior. En el apartado 13. Comparativa de
resultados de IR, XRD y SEM se comentaran dichos resultados.

En los primeros graficos se encuentran representados los resultados tanto de la
microcelulosa, como de las muestras donadas por Cellulose Lab y Borregaard: CNF, CNC y
Exilva.

Gréafico 10. XRD de MCC
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Grafico 11. XRD de CNF
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Grafico 13. XRD de Exilva
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A continuacion, en los gréficos del 15 al 18 se podran observar los resultados de la
difraccion de rayos X de las muestras sintetizadas y en el grafico 19 se observara un gréfico
comparativo:

Gréfico 15. XRD de celulosa bacteriana R1y R2
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Grafico 16. XRD nata de coco NaOH y &cido
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Gréfico 17. XRD sintesis quimica sin sonicar
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Grafico 18. XRD de sintesis quimica sonicada
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Gréfico 19. Comparativa de XRD
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12. Microscopia electrénica

12.1.Fundamento tedrico y condiciones experimentales

El analisis mediante el SEM, también llamado microscopio electronico de barrido, modelo
Zeiss Neon 40 fue realizado en el Centro de Investigacion en Ciencia e Ingenieria
Multiescala de Barcelona con la ayuda del técnico Trifon Trifonov. Se realizaron multiples
instantaneas a 250, 1.000, 5.000, 30.000, 50.000 e incluso algunas imagenes se pudieron
realizar a 70.000 aumentos. Sin embargo, previamente a introducir las muestras en el SEM,
éstas deben seguir un proceso que se explicara a continuacion.

En primer lugar, las muestras deben estar liofilizadas para ser introducidas dentro del SEM
ya que este se encuentra en su interior a 10° mbar, de lo contrario, si estuviesen hiimedas
herviria esta agua y ensuciaria las lentes del SEM. En segundo lugar, se debe de coger una
pieza como las de la imagen 56-B, mediante unos guantes ya que el contacto con la piel
puede dejar rastros que afecten al analisis. Se aflade una cinta de doble cara de carbono a
la cual se adherird la muestra. Con la ayuda de una espatula se afiade una infima parte de
muestra sobre la superficie de la cinta de doble cara y se presiona para que se adhiera. Por
ultimo, se tiene que extraer mediante aire comprimido el exceso de la muestra que podria
hacer que ensuciara las lentes del SEM.

Finalmente, las muestras deben de contener una capa de carbono para que los electrones
puedan pasar a traves de la muestra.

Figura 56. (A): SEM Zeiss Neon 40 (B): Muestras sin capa de carbono nombradas de inferior a superior: MCC,
sintesis quimica, CB, CNF, CNC, nata de coco NaOH y &cido y Exilva; (C): Muestras recubiertas de carbono
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12.2.Resultados experimentales

12.2.1. MCC

&
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100 pm Mag= 250 X Signal A=SE2 FIB Lock Mags = No StageatT= 00° System Vacuum = 2.70e-006 mbar
= FIB Gun Pressure = 1.30e-008 mbar
= 5. Bright = 4959 FIBMag= 3.05KX Stage at Z=43.918 mm 5
| WD= 54 mm C;lg"ar:s: g * FIB Probe - 30KV:50 pA  Stage al M= 2205 mm Gun Vacuum = 4.33e-010 moar
vidne 1 zioem o er EHT= 5.00 kv ’ FIB Imaging = SEM Tilt Corm. = Off 17:08:03 8 May 2018
Height = 9072 pm Aperture Size = 30.00 pm  High Current = Off FIB Scan Rot= 0.0° Tilt Angle = 36.0 ° File Name = MCC-02.tif
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20 pm Mag= 1.00KX SignalA=SE2 FIE Lock Mags = No Stageat T= 0.0° System Vacuum = 2.642-008 mbar
= FIB Gun Pressure = 1.30e-008 mbar
=5, Bright = 1957 FIBMag= 3.05KX Stage at Z=43.918 mm :
image Pixel Size = 2931 nm wo _5 4 mm CQE,,,.,T,S: 191  FIB Probe = 30KV:50 pA  Stage at M= 2205 mm ~ ©un vacuun = 435010 mbar
Width = 3001 pm EHT = 5.00 kV FIB Imaging = SEM Tilt Corrn. = Off 17:09:20 8 May 2018
Height = 225.1 pm Aperture Size = 30.00 pm  High Current = Off FIB ScanRot= 00° Tilt Angle = 36.0 ° File Name = MCC-04.tif

Figura 57. Representacion mediante SEM de MCC (A) x250 (B) x1000



Sintesis y caracterizacion de nanocelulosa de origenes diversos Pag. 87

12.2.2. CNF
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- . ot 2 ; i
2um Mag= 500K X SignalA=SE2 FIB Lock Mags = No Stageat T= 00° o e
3 - o, FIBMag= 305KX Stage at Z=43.918 mm Gun Pressure = 1.30e-008 mbar
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. : EHT = 6.00 kv FIB Imaging = SEM Tilt Corrn. = Off 17:40:31 8 May 2018

Wictth = 60.02 pm

Height = 45.01 pm Aperture Size = 30.00 pm_ High Current = Off FIB ScanRot= 0.0° Tilt Angle = 36.0° File Name = CNF-06.tif

2um Mag= 15,00 K X Signal A= InLensFIB Lock Mags = No StageatT= 00° F;yéfemp\‘acuum= f.gge-ggg mzav
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o WD = 5.4mm C;Ir?tran:tis 05 % " FIB Probe = 30KV:50 pA  Stage at M= 2205 mm Gun Vacuum = 4.57e-010 mbar

Image Pixel Size =19.53nm  EHT = 5.00 kV ©*  FIB Imaging = SEM Tilt Corrn. = Off 17:45:22 8 May 2018

Wictth = 20.00 pm
Tilt Angle = 36.0 ° File Name = CNF-19.tif

Height = 15.00 pm Aperture Size = 30.00 pm_ High Current = Off FIB Scan Rot= 0.0°

Figura 58. Representacién mediante SEM de CNF a (A) x5000 y (B) x15000
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12.2.3. CNC

10 ym Mag= 100K X Signal A=SE2 FIB Lock Mags = No Stageat T= 00° System Vacuum = 2.21.-006 mhar
L FIB Gun Pressure = 1.30e-008 mbar
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Vi 300 g o EHT = 6.00 kV : FIB Imaging = SEM Tilt Corrn. = Off 17:52:30 8 May 2018
Height = 225.1 pm Aperture Size = 30.00 pm_ High Current = Off FIB ScanRot= 0.0° Tilt Angle = 36.0 ° File Name = CNC-04.tif

2pum Mag= 500K X Signal A=SE2 FIB Lock Mags = No Stageat T= 0.0° System Vacuum = 2.21e-006 mbar
e FIB Gun Pressu :30e-008 mbar
= 5. Bright = 4759 FIBMag= 3.05KX Stage at Z=43.918 mm
l—{ ) WD = 54 mm czglran;sj pr % FIB Probe - 30KV:40 pA  Stage at M= 2.205 mm Gun Yacuum = 4.585-010 mbar
inage PrelSize ~5361 n EHT = 5,00 kV 1% FIB Imaging = SEM Tilt Corm. = Off 17:53:50 8 May 2018
Height = 45.01 pm Aperture Size = 30.00 pm_ High Current = Off FIB ScanRot= 0.0° Tilt Angle = 36.0 ° File Name = CNC-0B.tif

Figura 59. Representacion mediante SEM de CNC (A) x1000 y (B) x5000
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12.2.4. Exilva

2pum Mag= 15.00 K X Signal A= InLensFIB Lock Mags = No Stageat T= 0.0° System Vacuum = 2.10e-006 mbar
= FIB Gun Pressure = 1.30e-008 mbar
=5, Bright = 495 9% FIBMag= 305KX Stage at Z=43.918 mm =
Il—ip' oo WD= 54 mm C;lg"an:ts: e * FIB Probe - 30KV:50 pA  Stage a M= 2206 mm Gun Vacuum = 4 66e-010 mhar
wath e 000y oo EHT= 6,00 kV : FIB Imaging = SEM Tilt Corrn. = Off 18:14:35 8 May 2018
Height = 15.00 pm Aperture Size = 30.00 pm_ High Current = Off FIB ScanRot= 0.0° Tilt Angle = 36.0 ° File Name = ex-13.tif

1um Mag = 30.00 K X al A = InLensFIB Lock Mags = No Stageat T= 00° System Vacuum = 2.11e-006 mbar
= FIB Gun Pressure = 1.30e-008 mbar

=5 Bright = 495 9% FIBMag= 305KX Stage at Z=43.918 mm =
 S— 1 WD= 53 mm C:g"an:ts: sy * FIB Probe - 30KV:50 pA  Stage at M= 2206 mm Gun Vacuum = 4 60e-010 mhar
v < 5g00pm - EHT = 600 kv i FIB Imaging = SEM Tilt Corrn. = Off 18:11:03 8 May 2018
Height = 7.500 pm Aperture Size = 30.00 pm_ High Current = Off FIB ScanRot= 0.0° Tilt Angle = 36.0 ° File Name = ex-09.tif

Figura 60. Representacion mediante SEM de Exilva (A) x15000 y (B) x30000
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12.2.5. Sintesis biotecnoldgica
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Figura 61. Representacion mediante SEM de la sintesis biotecnoldgica (A) de la primera
réplica x30000 y (B) de la segunda réplica x30000
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12.2.6. Nata de coco con NaOH y &cido
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Height = 7.500 pm Aperture Size = 30.00 pm_ High Current = Off FIB Scan Rot= 0.0° Tilt Angle = 36.0 ° File Name = nata-09.tif

Figura 62. Representacién mediante SEM de nata de coco después del tratamiento con NaOH
y acido (A) x5000 y (B) x30000
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12.2.7. Sintesis quimica sonicaday no-sonicada
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Height = 15.00 pm Aperture Size = 30.00 pm_ High Current = Off FIB ScanRot= 0.0° Tilt Angle = 36.0 ° File Name = guimica-15.tif

Figura 63. Representacion mediante SEM de NC obtenida por sintesis Quimica sonicada (A)
X70000 y (B) sin sonicar x15000
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13. Comparativa de resultados de IR, XRD y SEM

Como se puede observar en los graficos de espectroscopia IR anteriores en todos ellos se
visualizan los picos que corresponden a los picos tipicos de la nanocelulosa como podrian
ser los siguientes ordenados por nimero de onda decreciente: 3265-3320 y 2910-2840 cm™
gue corresponden a las vibraciones de grupos OH y C-H respectivamente. En la siguiente
franja, Unicamente las muestras de celulosa bacteriana, se observan unos picos a 1632-
1638 y 1534 cm™ que son representativos de enlaces de amidas los cuales se asocian con
proteinas bacterianas y biomasa residual. Esta biomasa residual puede ser originada por la
bacteria o por compuestos del medio de cultivo que permanecieron junto a las fibras de
celulosa después de los lavados con NaOH. Se observa que entre el segundo y tercer
lavado con NaOH estos picos mencionados anteriormente se reducen de manera
sustancial. De igual manera, en la segunda réplica de este experimento los picos se
obtuvieron en esta franja fueron menos intensos que los de la réplica 1.

La dltima franja a estudiar esta comprendida entre los 1400 a 1000 cm™. En esta franja se
encuentran dos picos, el primero de ellos se encuentra a 1390-1430 cm™ y representa al
enlace C-H, mas concretamente el CH, con una flexion simétrica. En el segundo de ellos es
un pico muy prominente a 1024 cm™ que representa el enlace C-O-C.

En cuanto al analisis de difraccion en rayos X, se ha calculado el porcentaje de cristalinidad
de la muestra como el cociente del area cristalina entre el area total siguiendo el
procedimiento de Ruland (1961). El calculo de las areas por debajo de la curva se ha llevado
a cabo mediante una funcion de Matlab que utilizaba el método de trapecios, la cual se
puede observar en el anexo. Previamente a este paso, se ha tenido que eliminar el
background de la muestra para no afadir area en exceso. De igual manera, para calcular el
area cristalina se ha precisado del programa EVA para eliminar la zona amorfa. A
continuacion, se mostrara la tabla con los resultados:

Tabla 15. Area cristalina, area total y porcentaje de cristalinidad

Area cristalina Area total % Cristalinidad
MCC 43696 75183 58
CNF 27027 36902 73
CNC 19729 27762 71
Exilva 52827 73816 71
CB R1 11461 35036 32
CB R2 12631 24271 52
Nata de coco 38251 41469 92
Quimica sonicada 31342 41170 76
Quimica no sonicada 31380 45577 69
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Siguiendo con el analisis de la difraccion de rayos X, segun se observa en el gréfico 14 que
a 20=15,4° existe un pico para las 4 sustancias analizadas: MCC, CNF, Exilva y CNC. Este
pico, es bastante ancho asi que aporta informacién que es poco cristalino. En cambio, en un
angulo 26 de aproximadamente 22,3° todas las sustancias anteriores muestran un pico
relativamente cristalino y practicamente se encuentran alineados. Un posible motivo para
gue no se encuentren alineados perfectamente es que el plano de referencia con el que se
parti6 como origen, se encontraba levemente desplazado posiblemente por un
desalineamiento del material en el interior del recipiente. En este gréafico, dos sustancias
presentan picos diferentes a los anteriores, como es CNC a 20 grados y Exilva a 25,6
grados. A pesar de que parece que Exilva puede ser mas cristalino que los CNC, el area
total es muy superior el primer caso, pero en cambio el porcentaje de cristalinidad es muy
parecido segun se observa en la tabla 15.

En referencia al segundo grafico comparativo, el grafico 19 se observa que se podrian dividir
en 3 subgrupos en funcién de la forma e intensidad de los picos. El primero de todos podria
ser el de la celulosa bacteriana, tanto la de la primera y segunda réplica. Se observa que no
tiene picos claramente diferenciados por lo que se cree que las muestras son mas bien
amorfas. Se contrasta esta hipotesis con el porcentaje de cristalinidad de la tabla 14 que es
muy inferior a las demas muestras analizadas.

En el segundo subgrupo, podrian incluirse las muestras de la sintesis quimica, tanto
sonicada como la muestra no sonicada. Los picos de los angulos menores a 20 grados se
muestran muy poco definidos en comparacion con el pico de 20 grados. Este pico puede
tener correlacion con el pico encontrado, en el mismo angulo 26, para la CNC. Segun la
bibliografia, mediante la adicion de acido a la MCC se crean nanocristales de celulosa, pero
existen otros picos que las muestras sonicada y no sonicada no los tienen. No se muestran
diferencias significativas en cuanto a la muestra sonicada y no sonicada.

El ultimo subgrupo podria considerarse MCC, CNF, Exilva y nata de coco las cuales
disponen de similares picos, a excepcion del pico mencionado anteriormente por parte de
Exilva y del doble pico de la nata de coco entre el angulo 26: 14,2 y 16,4°. En estas 4
muestras, el porcentaje de cristalinidad es muy variable, el 58% de MCC, 71% de Exilva,
73% de CNF y un 92% de la nata de coco que es la mas cristalina de todo el conjunto.

Segun Borysiak y Garbacyk (2003) y Flauzino Neto et al. (2013), se verifica que el pico al
angulo 20 = 15° corresponde al plano cristalografico (101), el angulo 26 = 16,5° corresponde
al plano (101). El &ngulo 26 = 20° corresponderia al plano (021) y finalmente el angulo 26 =
22° corresponderia al plano (002) (Borysiak y Garbacyk , 2003) (Flauzino Neto et al., 2013).
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En cuanto a las imagenes del SEM, se observa que existe una gran diferenciacion de
tamafio y forma de las mismas. Primero de todo se analizaran las muestras compradas y
posteriormente las muestras sintetizadas en el laboratorio con el fin de caracterizarlas segun
la forma y la medida de las mismas. Los histogramas a los que se hace referencia en
diferentes ocasiones durante este apartado fueron realizados con la ayuda de un programa
de Matlab que media las distancias entre pixeles y realizaba una linea de unién entre los
mismos para saber si se ha realizado correctamente la seleccion de ambos puntos.
Previamente a ello, se tenia que seleccionar la escala de la imagen que eran los dos
primeros puntos que habia que sefialar y posteriormente se median cuantas fibras fueran
necesarias. Este programa se puede consultar en el anexo. Primero se estudiara la MCC,
como se observa en su respectivo histograma (grafico 20) tiene una distribucion de tamafios
de una escala micrométrica. La media de longitudes de la MCC se encuentran en el valor de
30 micras y una desviacion de 11 micras.

Grafico 20. Histograma de diametro de fibras de MCC en micras
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En el caso de las CNF, se observa en la figura 59 el tamafio nanométrico de las mismas.
Ademas, en el anexo tanto las figuras 4, 5 y 6 estan representadas imagenes del SEM de
diferentes aumentos, desde 1000 a 70000. En el grafico 21 se podra observar el histograma
de las CNF. Este grafico tiene una media de particulas de cerca de 100 nm, muy inferiores
gue las anteriores y tiene una desviacion de 46 nm.
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Grafico 21. Histograma de diametro de fibras de CNF
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En el cuanto a los CNC, en las imagenes a diferentes aumentos se observan laminas de
celulosa de diferentes tamafios y formas. Como no se conoce el inicio y final de las lascas
de CNC, no se puede realizar un histograma como sucede con los dos casos anteriores.

En cuanto a la Exilva, hay una mayor variabilidad del diametro de la fibra. Pero se observa
en el histograma (grafico 22) que el tamafio medio de las fibras analizadas esta alrededor de
los 55 nanémetros y una desviacion de 23 nandmetros. En el anexo se pueden observar
imagenes adicionales en diferentes aumentos.

Grafico 22. Histograma de diametro de fibras de Exilva
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Las muestras de celulosa bacteriana varian enormemente en forma respecto a la primera y
segunda sintesis. Gracias a la ayuda brindada por la Dra Deirdre Mikkelsen de la
Universidad de Queensland en Australia en el analisis de los resultados del SEM de las
muestras biotecnoldgicas, se concluye que las fibras en la primera réplica del experimento
se han colapsado. Es decir, se han unido formando una lamina de fibras. Otra hipétesis que
se obtuvo de esta primera réplica es que al reutilizar las bacterias del reactor de Alberto
Garcia en 2017, puede que hubiera una gran cantidad de bacterias mutantes no productoras
de BC y esto unido a los lavados con NaOH a altas temperaturas podria haber degradado la
celulosa obtenida.

En cuanto a la segunda réplica de este experimento, se observa un tamafio de fibra de
escala nanométrico y muy regular en longitud. La experiencia de la Dra Deirdre Mikkelsen
en este campo aporté una hipétesis no contemplada hasta el momento, que las fibras que
se observaban en las imagenes del SEM en realidad parecian bacterias. Después de
comentar las condiciones en las que se llevo a cabo la purificacién, que eran las mismas
gue su equipo de investigacion las llevé a cabo en 2013, esta hipétesis podria llegar a
descartarse pero la forma de las bacterias parece ser caracteristica. A continuacion, se
muestra el histograma (grafico 23) de la segunda réplica de la sintesis biotecnoldgica. La
media y desviacibn de longitud de esta muestra es de 545 y 175 nandmetros
respectivamente.

Gréfico 23. Histograma de diametro de fibras de CB Réplica 2
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En la extraccion de nanocelulosa a partir de la nata de coco, se observa claramente una
gran proporcién de la imagen del SEM con fibras nanométricas. La muestra analizada tiene
una media de 500 nandmetros y la desviacion es de 180 nandémetros. Aunque también se
observan fibras colapsadas con un mayor tamano.

Grafico 24. Histograma de diametro de fibras de nata de coco NaOH y acido
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En las muestras producidas mediante el método quimico, no se observan fibras, sino que se
pueden observar laminas de nanocelulosa. La adicion de &cido sulfurico en grandes
concentraciones es un método utilizado para a obtencién de CNC por lo que parece ser que
se ha conseguido, en cierta medida, este resultado. En algunas imagenes se observa que el
acido no ha conseguido degradar la MCC ya que las fibras de la misma aln estan unidas.
Se puede observar este fendbmeno en la figura 21-B y 24-A del anexo. El resultado de la
muestra sonicada como la no-sonicada no difieren enormemente una de la otra. En este

caso, tampoco se ha podido realizar un histograma ya que no se observa claramente el
inicio y final de las lascas.
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14. Planificacion

Este proyecto ha tenido una duraciobn completa de unas 20 semanas, es decir,
aproximadamente unos 5 meses.

Para la realizacién del mismo, se llevo a cabo una planificacién inicial con el fin de conocer
todas las tareas que requeria el proyecto. A grandes rasgos, el proyecto se dividié6 en dos
grandes grupos, por un lado, la busqueda bibliografica de informacion relacionada con la
nanocelulosa, ademas de estudios realizados por estudiantes de ETSEIB. Y, por otro lado,
todo el procedimiento experimental que se debia de llevar durante este trabajo.

En la primera parte del trajo, en la bldsqueda bibliografica se subdividié en dos partes, la
primera de ellas fue la basqueda de informacion acerca de la nanocelulosa, una sustancia
desconocida hasta el momento para mi. La segunda parte de la busqueda se concentr6 en
buscar y analizar experimentos realizados por prestigiosos investigadores. También se tuvo
gue realizar una criba de posibles experimentos ya que o, por un lado, el laboratorio no
disponia del material necesario o, por otro lado, tenian unos rendimientos demasiado bajos.

La parte experimental del trabajo como se observa en la tabla 16 que representa el
diagrama de Gantt de todo el proyecto es la mas extensa en tiempo. Primero de todo se
realizé la sintesis biotecnoldgica, la natural y finalmente la quimica de una duracién variable
cada una. A partir de aqui, se precisé caracterizar las muestras obtenidas en las sintesis
anteriores. La caracterizacion constaba de 3 operaciones principalmente. En la primera se
dedicaron 3 semanas para el estudio de IR de las muestras. La segunda y tercera se
realizaron en el Centro de Investigacion en Ciencia e Ingenieria Multiescala de Barcelona ya
gue la maquinaria se encontraba alli, en ambos casos se precisaron de 3 semanas.

Tabla 16. Diagrama de Gantt

Semanas

1({2(3]4|5|6|7|8|9]10|11]12|13|14|15|16(17|18[19]|20

Busqueda de informacion

Busqueda de experimentos previos

Sintesis biotecnoldgica

Extraccion natural

Sintesis quimica

Tareas

Espectroscopia infrarroja y analisis

Rayos X y analisis

Microscopia electrénica y analisis

Redaccion memoria
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15. Estudio econémico

Una vez finalizado este proyecto, se debe de cuantificar mediante un estudio econémico los
gastos. Los gastos se dividirAn en cuatro categorias diferenciadas: coste de material de
laboratorio, coste de maquinaria, coste de analisis externos y coste de personal.

En primer lugar, se detallardn los costes de material de laboratorio utilizado para la
realizacion de este TFG. En la tabla se pormenorizan tanto cantidad utilizada de reactivos
como coste por gramo del mismo y finalmente el coste total de cada reactivo.

Tabla 17. Costes totales de material de laboratorio

Producto Cantidad (g) Coste (p€clJSr])gramo Cost(z)total

Extracto de levadura 36,5 0,202 7,37
Glucosa 500 0,078 39,25
NaHPO4 9,5 0,237 2,25
Acido citrico 4,06 0,193 0,78
Fe(S04)-7H20 0,348 0,143 0,05
CaClz-2H,0 0,255 0,136 0,03
Monohli_cil[cinsﬁlr?éuro de 0,35 0,800 0,28
Glicina 0,35 0,187 0,07
L-Glutamina 0,35 0,576 0,20
Acido acético 600 0,027 15,95
Acido fosforico 221,088 0,100 22,11
Peptona 0,9 0,452 0,41
Manitol 7,5 0,124 0,93

NaOH 624 0,099 61,46

MCC 120 0,172 20,64

Nata de coco 800 0,010 8,00
Hipoclorito sédico 400 0,005 2,00
Nitrégeno liquido 5000 0,010 53,18

SUBTOTAL 234,97

Ademas de los reactivos utilizados, también es necesario cuantificar el gasto de material de
laboratorio utilizado. En este caso, el gasto de guantes, pipetas Pasteur y demas material se
cuantifica en unos 200 euros.
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En segundo lugar, los gastos de maquinaria de laboratorio utilizada se desglosan en la tabla
18 en funcion del aparato en cuestion, del niumero de horas el cual ha estado en
funcionamiento y finamente el coste del mismo por hora y coste final de funcionamiento.

Tabla 18. Coste de funcionamiento de maquinaria

Numero de horas Coste por hora Coste total

Aparato ) (€/hora) €)
Agitador Magnético IKA 206,2 3 618,6
Agitador Reactor 26 2 52
Bomba de aire 26 3 78
Bomba de vacio 350 5 1750
Colorimetro Zuzi 100 3 300
Estufa JP Selecta 4 10 40
Liofilizador 816 4 3264
Nevera 48 2 96
Sonicador 1,4 8 11,2
Ultracentrifuga 21 10 210,00
ESp?ﬁ}f:gmoejtgo de 100 10 1000
SUBTOTAL 7419,80

Para caracterizar las muestras obtenidas, se realizaron los experimentos de Rayos X y
Microscopia Electronica en el Centro de Investigacion en Ciencia e Ingenieria Multiescala de
Barcelona. Los costes asociados por experimento aparecen detallados en la tabla 19.

Tabla 19. Costes de técnicas de caracterizacion

Numero de Coste por anélisis Coste total

Test analisis (€/analisis) (€)

RX 10 50 500
Microscopia

electrénica 8 35 280

SUBTOTAL 780
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Finalmente, los costes de personal asociados a la realizacion de este proyecto se desglosan
a continuacion:

Tabla 20. Costes de personal

Personal Precio (€/h) Tiempo (h) Coste Total (€)
Director 30 200 6000
Investigador 15 600 9000
SUBTOTAL 15000

El coste total de este proyecto sera de 23634,88 € (sin IVA).
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16. Impacto ambiental

Después de finalizar el proyecto, es importante realizar una evaluacion del impacto
ambiental para intentar cuantificar y reducir los efectos que puedan devengar después de la
realizacion del mismo. Es decir, intentar utilizar la menor cantidad de reactivos que generen
los minimos residuos, tener un consumo eléctrico responsable evitando tener encendidos
mas aparatos de los necesarios para evitar generar grandes cantidades de CO,. Por ultimo,
también es primordial en el laboratorio utilizar la menor cantidad de agua ya que es un
recurso escaso. A continuacion, se detallara el impacto ambiental generado por los residuos,
gasto de agua y generacion de CO,,

16.1.Generacion de residuos

Este apartado se desglosara en funcion de los residuos aportados por las tres sintesis
realizadas. En la sintesis de la celulosa bacteriana, primero de todo se utilizé hipoclorito
sOdico para esterilizar el material, los residuos de los cuales fueron abocados por la pica
acompafiados de abundante agua. Lo mismo sucedi6é con los restos de caldo de cultivo de
las bacterias que se vertidé por la pica con abundante agua para diluir los residuos que
puedan generar. En cuanto a los residuos de NaOH, que provinieron de la purificacion de la
celulosa bacteriana, se deben de neutralizar con &cido antes de ser eliminados por las
tuberias.

En cuanto a la segunda sintesis, la referente a la sintesis de la nata de coco, se neutraliz6 el
hidréxido sédico, que se utilizd primeramente para eliminar los restos de glicidos y demas
sustancias, mediante la adicién de la adicion de acido fosférico que se utiliz6 para trocear la
celulosa de tamafio micrométrico. De esta manera no se generaban residuos adicionales a
los necesarios para la sintesis.

En la tercera sintesis, al disponer de una disolucion de acido sulfirico al 64,8% se preciso
de una gran cantidad de base para neutralizarlo.

Finalmente, no Unicamente se contabilizan los residuos como a las sustancias quimicas
utilizadas durante la realizacion del proyecto, sino también el material desechable que se ha
utilizado como serian las pipetas Pasteur. Muchas de las mismas se utilizaron para medir la
densidad Optica de la sintesis de celulosa bacteriana y no se podian reutilizar para evitar la
contaminacion dentro de los erlenmeyers o del reactor. Ademas de las pipetas Pasteur
también los guantes utilizados deben desecharse de la manera correcta.
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16.2.Gasto de agua

A continuacién, se llevard a cabo el analisis del gasto de agua para realizacién de este
proyecto. Primeramente, se analizard el gasto de agua asociado de la filtracion al vacio y
posteriormente el asociado a la limpieza del material y el utilizacién para las sintesis.

Para realizar la filtracion al vacio se calcula, en primer lugar, el caudal de agua del grifo.
Este es de aproximadamente unos 7 litros por minuto. Para realizar las filtraciones al vacio
del caldo de cultivo para las dos réplicas del experimento se precisaron 150 minutos. El
gasto de agua es de:

7 * 150 min = 1050 L

mmn

Por otro lado, el agua necesaria para la limpieza y para la preparaciéon de todas las
diluciones se estima que fue de unos 1300 litros. En total, el consumo total de agua para
este proyecto fue de unos 2350 litros.

16.3.Generacion de CO,

Finalmente, se llevara a cabo el andlisis de la generacion de los kg de CO, generados por el
encendido de aparatos eléctricos durante este proyecto.

Se supone que el consumo de todos los aparatos utilizados esta representado en la
siguiente tabla:

Tabla 21. Tipo de aparato y consumo

Tipo de aparato Cczl?\jvuhr)no

Agitadores B5585
Bomba de aire 10

Bomba de vacio 129,5
Colorimetro Zuzi 80
Estufa JP Selecta 150
Liofilizador 580
Nevera 260
Sonificador 15
Ultracentrifuga 500
Espectrdmetro de infrarrojos 120

El consumo total del equipamiento de laboratorio durante este proyecto es de 2200 kWh.
Segun la Oficina Catalana de Cambio Climatico, por cada kwWh consumido se expulsan unos
0,392 kg CO, a la atmosfera. Calculando el total de kilogramos durante el proyecto es de
862,4 kg CO,.
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17. Conclusiones

En la realizacion de este proyecto se ha llevado a cabo la sintesis biotecnologica, la
extraccion de nanocelulosa proveniente de la nata de coco y finalmente, la sintesis quimica
mediante MCC y acido sulfurico.

Siguiendo con los objetivos especificos que se han llevado a cabo de este trabajo, se
empez6 con la sintesis biotecnoldgica. Se utilizaron los procedimientos estandarizados por
los laboratorios de ETSEIB, es decir, se llevd a cabo el experimento con las mismas
condiciones experimentales que Alberto Garcia (2017) concluy6 en su TFM. A pesar de que
los analisis de espectroscopia IR si se aproximaban a los de la MCC, los deméas andlisis de
XRD y SEM no fueron concluyentes con ya que no se obtuvieron fibras de tamafio micro o
nanomeétrico. Los rendimientos de la celulosa obtenida variaron entre 1,04 y 4,33 g/L para la
primera y segunda réplica respectivamente.

En el caso de la extraccion de la nanocelulosa proveniente de nata de coco se llevé a cabo
mediante un procedimiento que incluia una purificacion con NaOH y posterior hidrélisis acida
con acido fosférico al 20%. En este caso se obtuvo un rendimiento del 0,57%, pero se tiene
gue tener en cuenta que no se partia de la nata de coco seca, sino de la sustancia himeda.
El producto final se encontraba liofilizado y a punto para caracterizar.

Para realizar correctamente la sintesis quimica mediante un tratamiento con H,SO, 64,8%
se precisaron de cuatro réplicas. En la primera de ellas, al afiadir a &cido sulfdrico a la MCC
ésta se carboniz6 descartando esta muestra para analisis futuros. En las dos siguientes se
obtuvieron muestras sin carbonizar, pero con un rendimiento cercano al 3%. Por este
motivo, se decidi6 llevar a cabo una cuarta réplica en la que se obtuvo un rendimiento
cercano al 10%. No se obtuvieron cambios significativos en cuanto a realizar el proceso de
sonicacion en las muestras o no hacerlo.

Todas las muestras obtenidas, asi como las suministradas por empresas externas,
presentan las absorciones de espectroscopia infrarroja tipicas de la celulosa. Unicamente
las celulosas bacterianas mostraron picos adicionales producto de la contaminaciéon por
proteinas del medio, que disminuyeron al ser tratadas con NaOH. Los picos
correspondientes a la celulosa de la muestra de nata de coco estan especialmente bien
resueltos, lo que puede indicar un elevado grado de pureza, cristalinidad o nanometria.
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Los analisis realizados en el Centro de Investigacion en Ciencia e Ingenieria Multiescala de
Barcelona fueron de gran utilidad para conocer la naturaleza de la nanocelulosa. En primer
andlisis realizado fue la difraccion de rayos X, donde se puede concluir que las sustancias
analizadas se podrian subdividir en 3 grupos diferenciados. El primero de ellos seria el
formado por las celulosas bacterianas de la primera y segunda réplica en las cuales no
aparecié ningun pico significativo por lo que se cree que son muy amorfos. Hecho que se
confirma al calcular el porcentaje de cristalinidad de ambas que es un 32 y 52%
respectivamente.

En cuanto al segundo subgrupo, esta formado por las muestras sintetizadas por la via
gquimica, tanto la sonicada como la no-sonicada, y por la muestra de CNC ya que tiene un
cierto parecido en cuanto a los picos en los respectivos angulos. Este parecido esta
fundamentado por la busqueda bibliogréafica previa, ya que los CNC se producen a partir de
la hidrdlisis acida de la celulosa. Su porcentaje de cristalinidad es de un 71, 76 y 69% para
la CNC, quimica sonicada y quimica sin sonicar respectivamente.

El dltimo subgrupo, es el formado por las MCC, CNF, nata de coco y Exilva y la mayoria de
los picos tienen una gran semejanza, a excepcion del doble pico a la nata de coco un angulo
20 de 14,2 y 16,4° y del pico de Exilva de 25,6°. Estas muestras muestran un alto grado de
cristalinidad, destacando la nanocelulosa proveniente de la nata de coco que alcanza el
92 %.

El andlisis realizado en el SEM aporta una importante informaciébn de cémo son
morfolégicamente las muestras analizadas. La primera réplica de la muestra biotecnoldgica
no se observo ninguna fibra, posiblemente por un colapso de las mismas. En el caso de la
segunda réplica, y gracias a la ayuda de la Dra. Deirdre Mikkelsen, se concluye que
posiblemente no se haya hecho un tratamiento suficientemente energético o con suficiente
medio basico para eliminar las bacterias ya que cabe la posibilidad que lo que parece en el
SEM puede que sean bacterias Acetobacter xylinus.

En el caso de la nata de coco, el SEM mostré que estaba formada principalmente por
nanocelulosa. Esta afirmacion se fundamenta en las sucesivas imagenes del SEM y en el
histograma realizado del didmetro de las fibras donde la longitud media se situaba en los
500 nandmetros y su desviacion estaba sobre los 180 nandmetros.

Por dltimo, en las muestras de la sintesis quimica, de igual manera que la muestra de CNC,
no se pudo realizar un histograma por que no se conocia donde empezaba y donde
acababa una lasca de nanocelulosa, ya que podian continuar debajo de otras y por ello no
ser visibles a través de las imagenes del SEM.
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Se realiz6 un histograma también a las muestras compradas, Unicamente las que estaban
formadas por fibras. Los resultados se presentaran de mayor a menor tamafo de fibras. El
mayor tamarfio fue MCC que tenia unas medidas micrométricas, mas exactamente con una
media 30 micras y una desviacién de 11 micras. La siguiente sustancia por tamafio fueron
los nanocristales de celulosa con un tamafio medio de 100 nm y una desviacion de 45 nm.
Por dltimo, Exilva disponia de un tamafio de fibra menor, mas concretamente de 55
nanémetros y una desviacion de 23 nm.

A partir del estudio econdmico y evaluando los diferentes costes que supone la realizaciéon
de este proyecto: coste de material de laboratorio, coste de maquinaria, coste de analisis
externos y coste de personal. El coste total del proyecto asciende a 23634,88 € sin
impuestos incluidos.

Finalmente, llevar a cabo esta investigacion supone un impacto para el medio ambiente
por los residuos generados, el consumo de agua y los kilogramos de CO, expulsados a la
atmasfera. En este caso, los litros de agua consumida fueron de aproximadamente 2350
litros y una generacion de 862,4 kg de CO,,

En conclusion, la nanocelulosa parece que va a estar muy presente en nuestras vidas en los
proximos afios ya que el gran interés por la misma y su consiguiente facturacién crece afo
tras afio a un ritmo exponencial. Con mayores inversiones en estos productos, se podra
investigar nuevas aplicaciones de las mismas y mayores rendimientos, tanto de las sintesis
biotecnoldgicas o la sintesis quimica, que permita que se reduzcan los costes haciendo que
sea mas atractiva a las empresas para que la incorporen en nuevos productos.
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