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Sintesis de apositos de hidrogel de nanocelulosa, quitosano y
nanoparticulas de plata con propiedades antimicrobianas.

M.T.A. Rocio Hernandez leal
Resumen

Este trabajo de investigacion estudia el aprovechamiento de los residuos agroindustriales de bagazo
de Aloe vera (BAV), pseudotallo de platano (PTP) y bagazo de cafia de azlicar (BCA), como fuentes
sostenibles para el aislamiento de cristales de nanocelulosa (CNC), mediante un pretratamiento de
deslignificacion, hidrdlisis alcalina y acida. Se evaluaron los cambios morfoldgicos y estructurales
en las diferentes biomasas mediante las técnicas de Microscopia Electronica de Barrido,
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier y Difraccién de Rayos X, respectivamente.
Utilizando parametros de sintesis, la concentracion de H.SO4 45, 55 y 65 % en peso, la temperatura
del proceso que varia entre 25, 40, 45y 50 °C y los tiempos de reaccion del5, 30 y 60 min durante la
hidrolisis &cida. La caracterizacion por microscopia electronica de barrido mostré tamafios
nanomeétricos y morfologias fibrilares; mediante difraccion de rayos X (DRX), se observé el aumento
del indice de cristalinidad en las muestras con los tratamientos utilizados, lo cual confirma la
eliminacion de regiones amorfas. Posteriormente, se sintetizaron los hidrogeles de nanocelulosa y
quitosano, utilizando &cido citrico como agente reticulante, las caracterizaciones mostraron un buen
grado de reticulacién obteniéndose la fraccion gel de porcentaje entre 75.00 + 5.93a 85.53 £ 1.14, un
tamafo de poro dentro del intervalo de 1.38 + 0.10 y 13.86 + 3.52 um; obteniéndose los mayores
valores en los hidrogeles de PTP. Estos parametros indican una buena estabilidad estructural y en
consecuencia una mayor capacidad de hinchamiento, con valores superiores al 200% a las 24 horas.
Después, los hidrogeles se funcionalizaron con nanoparticulas de plata (NPsAg), obtenidas mediante
un método verde de extracto acuoso a partir de las hojas de Annona muricata (guanabana), éstas se
incorporan dentro de la matriz de los hidrogeles, se observé una actividad antimicrobiana efectiva,
especialmente contra Staphylococcus aureus, evidenciado mediante ensayos de difusion en placa. Las
micrografias mostraron dafio estructural y morfolégico en las colonias bacterianas en contacto con
los hidrogeles con NPsAg, lo que sugiere una accion efectiva de las nanoparticulas de plata. En
general, la nanocelulosa cristalina se recomienda como refuerzo para la sintesis de hidrogeles debido
a sus buenas propiedades mecéanicas y funcionales, lo que lo convierte en un material prometedor
como aposito de hidrogel para aplicaciones biomédicas.

Palabras clave: Residuos agricolas; celulosa nanocristalina; hidrogeles; aplicaciones biomédicas
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Synthesis of nanocellulose hydrogel dressings, chitosan and silver
nanoparticles with antimicrobial properties.

M.T.A. Rocio Hernandez Leal
Abstract

This research the use of agro-industrial waste from Aloe vera bagasse (BAV), banana
pseudostem (PTP), and sugarcane bagasse (BCA), as sustainable sources for the isolation of
nanocellulose crystals (CNC), through a pretreatment of delignification, alkaline hydrolysis,
and acid hydrolysis. Morphological and structural changes in the different biomasses were
evaluated, using synthesis parameters of H2.SO. concentration (45, 55, and 65 wt%), process
temperature 25, 40, 45, and 50 °C, and reaction times of 15, 30, and 60 min during acid
hydrolysis. Scanning electron microscopy characterization showed nanometric sizes, fibrillar
morphologies, and X-ray diffraction (XRD) showed an increase in the crystallinity index in
the treatments used, confirming the elimination of amorphous regions. Subsequently,
hydrogels were synthesized, of nanocellulose, chitosan and citric acid was used as a
crosslinking agent, the characterization showed a good degree of crosslinking showing gel
fraction percentages of 75.00 £ 5.93 to 85.53 + 1.14 and pore size between 1.38 + 0.10 and
13.86 + 3.52 um. The comparative analysis indicated that the PTP hydrogels presented the
highest gel fraction values. These parameters indicate good structural stability and swelling
capacity greater than 200% at 24 hours. Then, the hydrogels were functionalized with silver
nanoparticles (NPsAg) obtained by a green method from aqueous extract of Annona
muricata, these are incorporated into the matrix of the hydrogels, an effective antimicrobial
activity was observed, especially against Staphylococcus aureus, evidenced by plate
diffusion tests. micrographs showed structural and morphological damage in bacterial
colonies in contact with NPsAg hydrogels, suggesting the effective action of silver
nanoparticles. In general, crystalline nanocellulose is recommended as a reinforcement for
hydrogel synthesis due to its good mechanical and functional properties, making it a
promising material as a hydrogel dressing for biomedical applications.

Keywords: Agricultural waste; nanocrystalline cellulose; hydrogels; biomedical application
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Capitulo

1. Introduccion

La preocupacion actual por la proteccion del medio ambiente y el cuidado de la salud, ha
contribuido al desarrollo de nuevos nanomateriales. La celulosa, es el polimero natural mas
abundante de la tierra, es un componente estructural de las plantas, también se puede encontrar
en animales marinos y algas [1]; puede ser producida por bacterias del género Acetobacter
[2], donde se obtiene la celulosa cristalina en su estado natural. Las propiedades més
importantes son su degradabilidad, disponibilidad, sostenibilidad, biocompatibilidad, no
toxicidad y bajo costo; éstas la convierten en la materia prima para varios tipos de industrias,
como la textil [3], alimenticia [4], médica [5], cosmética [6], quimica, entre otras. Su
produccion a escala nanométrica presenta caracteristicas de resistencia y rigidez [7], baja
densidad, baja expansion térmica, area superficial modificable, ya que posee grupos hidroxilo
reactivos, que son atractivos para el desarrollo de nuevos materiales con diversidad de
aplicaciones [8], como para el tratamiento de aguas residuales [9], lentes de contacto,
hidrogeles, andamios y liberacién de farmacos [10], entre otros. La aplicacion de celulosa para
obtener hidrogeles con caracteristicas tridimensionales, absorcion de agua, fluidos
fisioldgicos y su biocompatibilidad le confiere propiedades para ser utilizada como aposito,
cubrir heridas de la piel del ambiente externo, ademas el quitosano y nanoparticulas de plata
asociados a este hidrogel mejora la eficiencia, minimizando la proliferacion de organismos

patdgenos.



1.1 Planteamiento del problema.

Las heridas en la piel pueden sufrir de infecciones provocadas por bacterias, debido a un
tratamiento poco eficaz para cubrirlas del ambiente externo, impidiendo que éstas sanen

correctamente provocando cuadros infecciosos severos.

Estas lesiones son susceptibles a infecciones intrahospitalarias, las cuales representan un
grave problema de salud publica; aumenta el indice de mortalidad relacionado a los cambios
fisiol6gicos asociadas a estas lesiones, ya que se aumenta la predisposicién a diferentes tipos
de infecciones, lo que provoca un incremento de atencion en la salud, aunado a los dafios
psicolégicos, fisicos y econdmicos del paciente, por lo tanto, es necesario controlar el

crecimiento de organismos patégenos.

1.2 Objetivos.

1.1.1 Objetivo general.

Obtener un hidrogel de nanocelulosa obtenida de residuos agroindustriales, con quitosano y

nanoparticulas de plata, como apdsito con propiedades antibacterianas

1.1.2 Objetivos especificos.

1. Caracterizacion fisica, quimica y morfoldgicas de los residuos agroindustriales.

2. Obtener nanocelulosa cristalina de residuos agroindustriales, caracterizar sus propiedades

fisicas, quimicas y morfoldgicas, para obtener sus pardmetros éptimos.

3. Sintetizar nanoparticulas de plata, utilizando extracto acuso de Anona muricata y
determinar las propiedades fisicas, quimicas y morfoldgicas para obtener sus parametros

Optimos.

4. Sintetizar hidrogeles, de nanocelulosa, quitosano y nanoparticulas de plata determinar sus
caracteristicas fisicas, quimicas, morfologicas y bioldgicas para obtener sus parametros

Optimos.



1.3 Justificacion.

La utilizacion de la biomasa lignoceluldsica de desechos agricolas e industriales representa
una opcion viable como materia prima, debido a su disponibilidad y contenido de celulosa;
asi mismo, contribuye a mejorar el impacto ambiental ocasionado por la gran cantidad de
remanentes generada durante los procesos de cosecha, concentracion, distribucion e
industrializacion de las materias primas; algunos residuos que actualmente se generan en
México son los tallos y vainas del sorgo, la paja del trigo, de la cebada y el frijol, la cascara
y pulpa del café, bagazo de naranja y cafia de azucar, tallos y hojas del maiz, el exocarpio del

Aloe vera y pseudotallos de la planta del platano [11].

Una aplicacion de la celulosa dentro de la industria médica son los apositos de hidrogel,
materiales formados por una red tridimensional, blandos, con la capacidad de absorber una
gran cantidad de agua o fluidos fisiolégicos sin deformarse [12]; su baja toxicidad,
biocompatibilidad y estabilidad mecénica, los hacen atractivos en la administracion de
farmacos, apositos y en la ingenieria de tejidos [13]; ademas, éstos se pueden funcionalizar
para mejorar sus propiedades de acuerdo a la aplicacion deseada, para la generacién de
apositos se pueden combinar con quitosano y a su vez incluir nanoparticulas de plata para

obtener mejores propiedades antifungicas y bactericidas.

Las nanoparticulas de plata (NPsAg), presentan propiedades bactericidas contra una gran
variedad de bacterias gram positivas y gram negativas, penetran la célula bacteriana,
causando estrés oxidativo y desestabilizando sus estructuras intracelulares [14], pueden ser
sintetizadas mediante métodos verdes, amigables con el medio ambiente y considerados
aptos para aplicaciones médicas y brindar propiedades antimicrobianas, representan una
alternativa viable como potencial material utilizado en el tratamiento de heridas. Una
alternativa verde a utilizar es extracto acuoso de hojas de Annona muricata, sus ingredientes
activos, proteinas, peptidos y carbohidratos, son considerados una alternativa como agente
reductor y estabilizador de NPsAg. Por otra parte, el quitosano es un polimero natural con
propiedades de compatibilidad y degradabilidad, apto para ser utilizado como aposito,
presenta propiedades antimicrobianas debido a la propiedad cationica de los grupos amino,

es capaz de interactuar con la membrana celular bacteriana cargada negativamente también,



se ha reportado que ayuda a inhibir la proliferacion de diversos hongos, incluidos Candida

albicans, patégeno oportunista causante de infecciones [15].

La funcionalizacién con nanoparticulas de plata y quitosano de los ap6sitos de hidrogeles de
nanocelulosa, su estructura 3D, propiedades de absorcion de humedad y fluidos fisiologicos,
permitira la proteccion en las heridas de los agentes externos medioambientales,
minimizando y evitando infecciones provocadas con microorganismos, como hongos, mohos
y bacterias, las cuales al encontrar las propiedades idoneas pueden propiciar complicaciones
en la cicatrizacion y provocar que la herida se vuelva crénica [16]. Por lo tanto, es necesario
controlar el crecimiento de organismos patdgenos [17], para lo cual, el cuidado apropiado de
la herida es indispensable para una recuperacion eficiente, rapida y sin complicaciones, por
lo que se debe mantener limpia y cubierta, para esto se recomienda el uso de apdsitos en los
tratamientos de heridas, como apoyo en la recuperacion y cicatrizacion para evitar riesgos de
infeccion [18]. Por esto, es de suma importancia la generacion de apésitos de menor costo,
biocompatibles, que puedan utilizarse en pequefias y grandes extensiones de heridas, que

ayuden a evitar y prevenir la proliferacion de microorganismos.

La obtencion de apdsitos de hidrogel de celulosa provenientes de residuos agroindustriales,
representa una opcion viable, sostenible, que contribuira a disminuir los residuos generados
durante la produccion de diversos productos agroindustriales en los diferentes tipos de
industrias, estos hidrogeles representaran un avance tecnolégico novedoso, como ap6sito en
el tratamiento de heridas, amigable con el medio ambiente, que permita obtener propiedades

de biocompatibilidad y no toxicidad.

1.4 Organizacion de la tesis.

La estructura de la tesis esta conformada por el Capitulo 1, donde se menciona la
introduccion, planteamiento del problema, justificacion y objetivos; en el Capitulo 2, estan
los fundamentos teoricos que ayudan a comprender los conceptos basicos sobre los que se
sustenta y comprende la investigacion; Capitulo 3, estado del arte, se encuentran los trabajos
gue se consideraron como base para la realizacién de este proyecto; Capitulo 4, se presenta
la metodologia la cual comprende la sintesis de los apositos de hidrogeles y su

funcionalizacion; por ultimo, en el Capitulo 5 se discuten y analizan resultados obtenidos de



acuerdo a la sintesis funcionalizacién y propiedades encontradas por las diferentes técnicas
de caracterizacion y comprobacion de eficiencia del ap6sito de celulosa como potencial
inhibidor de microorganismos; finalmente, se presentan las conclusiones del trabajo,

referencias y anexos, conteniendo informacion adicional e importante del contenido de la
tesis.



Capitulo

2. Fundamento tedrico

2.1 Celulosa.

Es el biopolimero mas abundante de la tierra se produce principalmente en las plantas y
constituye uno de los compuestos fundamentales de su estructura y sostén, representa mas del
50% del contenido de carbono en el reino vegetal [19],[20],[21]; también, es producida por
organismos marinos invertebrados del género Tunicata, algas y bacterias dentro de la que
destaca Gluconacetobacter xylinus, tiene grupos hidroxilo, lo que la hace susceptible a
modificaciones y atractiva para ser utilizada en diversas aplicaciones para diferentes tipos de

industrias.
2.1.1 Composicién guimica.

Fue descubierta por el quimico francés Anselme Payen en 1838; su estructura fue determinada
por Hermann Staudinger, en 1920, quien la identificé como un homopolisacarido lineal que
consta de B-(1 — 4) D-glucosa, unidas covalentemente (Figura 2.1), por enlaces glucosidicos
entre los atomos de carbono C-1y C-4 de unidades de glucosa. El polimero lineal de glucosa
forma una estructura que es soportada por fuerzas de van der Waals, asi como por enlaces de

hidrogeno intra-e intermoleculares que lo hacen presentar un arreglo cristalino [22, 23].

A ambos extremos de la cadena de celulosa se encuentran grupos hidroxilos terminales. El del
C-1 se comporta como un grupo reductor, mientras que el del C-4 en el otro extremo de la
cadena es no reductor. También se encuentran tres grupos OH reactivos en cada unidad de
anhidroglucosa (AGU) en las posiciones C-2, C-3 (grupos OH secundarios) y C-6 (grupo OH

primario).



Figura 2.1 Estructura quimica de la celulosa

De acuerdo con su grado de orden, estas interacciones de enlaces de hidrégeno son responsables
de la formacién de estructuras superiores que consisten en regiones cristalinas (altamente
ordenadas) y amorfas (menos ordenadas), los enlaces H también son responsables de la rigidez

y estabilidad del biopolimero, tanto fisica como quimicamente [24].

La celulosa es un polisacarido que presenta polimorfismo, se conocen cuatro principales, 1, I,
I11'y 1V como se observa en la Figura 2.2 [25]. Celulosa I, también llamada celulosa nativa es
sintetizada por la mayoria de los organismos, esta dispuesta en estructuras en forma de varilla
conocidas como microfibrillas las cuales forman parte del soporte y estructura de sostén de las
paredes celulares de las plantas, debido a que es la forma encontrada en la naturaleza, es una
mezcla de fases (o y IB); Ia la producen algas y bacterias, mientras que I es generado
principalmente por plantas superiores y tunicados [25]. La celulosa Il natural es sintetizada por
un nimero muy limitado de especies, la mayoria de los cuales son bacterias, también se obtiene
por mercerizacion con hidroxido de sodio acuoso de la celulosa I o disolucion/regeneracion;
durante este procedimiento, se reduce significativamente su peso molecular y muestra mayor
estabilidad termodinamica; la mayor diferencia es el acomodo de sus atomos, presenta
empaquetado antiparalelo, mientras que, la celulosa I lo presenta de forma paralela [25]. La
celulosa 11l se obtiene haciendo reaccionar la 1 o Il con varias aminas (amoniaco liquido o

etilendiamina) formando dos polimorfos, de la I surge el polimorfo I11;y de la 1l surge 111 [25].



La celulosa IV se obtiene durante el tratamiento de celulosa I11 con glicerol a altas temperaturas,
si se obtiene a partir de 111, se forma 1V, y de Il surge 1V [25].

Celulosa Iu
algas y bacterias \
- Celulosa IT
Polimorfo IHI (Natural) Polimorfo
. Celulosa I (Nativa) ) , I,
Tratamiento Bacterias Tratamiento
NH, Maceracion NaOH NH,
Celulosa Ip de celulosa I
plantas superiores y
tunicados
Polimorfo IV,
Polimorfo IV

Figura 2.2 Polimorfos de la celulosa

2.1.2 Métodos y procesos para la obtencion de celulosa.

Los procesos quimicos para la obtencién de celulosa consisten en el tratamiento de fibras
lignocelulosicas con reactivos alcalinos, acidos y disolventes organicos a altas temperaturas,
requiere, también procesos de deslignificacion con peroxido de hidrogeno (H202) o clorito de
sodio (NaClOz). Los métodos mecanicos provocan cortes transversales de las fibras provocando
la extraccion de la celulosa. En la Tabla 2.1 se muestran diferentes metodos y procesos para su
obtencion [26].

A partir de la celulosa, se puede aislar la nanocelulosa, material de tamafio nanométrico con
una dimension menor a 100 nandmetros, ofrece atractivas caracteristicas fisicas y quimicas,
incluida una gran superficie, excelente resistencia mecénica y un alto grado de modificacion
[27-29]. La nanocelulosa consta de una region cristalina y una region amorfa que proporcionan
la respectiva fuerza y flexibilidad; estas regiones varian en funcién de los métodos de
aislamiento. Como resultado, la nanocelulosa a menudo se estudia para diferentes aplicaciones,
que incluyen envases [17, 30], apositos [31], membranas de filtracion [32-34], emulsionantes

[20] y refuerzos para polimeros [19].



Tabla 2.1 Métodos y procesos utilizados en el aislamiento de la nanocelulosa.

MECANICO QUIMICO BIOLOGICO
Homogenizacion Hidrdlisis &cida Hidrdlisis enzimética
Ultrasonido Alcalina Bacterias
Molienda Oxidacién Hongos
Electrohilado Extraccion disolvente
Desintegracion I6nico

Explosion de vapor

2.2 Nanocelulosa.

La nanocelulosa se obtiene de la desintegracion de la biomasa lignocelulésica (celulosa, lignina
y hemicelulosa) como se observa en la Figura 2.3, al ser sometida a procedimientos quimicos,
mecanicos y biologicos. Dependiendo del método de aislamiento utilizado, la nanocelulosa se

divide en 3 tipos (celulosa nanocristalina, fibras de nanocelulosa, nanocelulosa bacteriana) [35].

Fibras de nanocelulosa.

—_—

b Micro fibrilla de celulosa j

ibras de celulosa. Cristalina Amorfo

PN N
Celulosa nanocristalina

Figura 2.3 Representacion esquematica de la nanocelulosa.



2.2.1 Fibras de nanocelulosa (FNC).

Se obtienen a partir de la pulpa de celulosa en dos etapas: una etapa de pretratamiento y una
fibrilacién mecéanica. En general, se homogeniza a alta presion, microfluidizacion, trituracion
y ultrasonidos son los principales medios mecanicos para extraer FNC de materiales
lignocelulosicos de plantas [21], [36]. Antes del proceso mecénico se requieren pretratamientos
de aislamiento para eliminar los componentes no deseados, lignina y hemicelulosa. Los
pretratamientos quimicos son &cido y alcalinos. La oxidacion del radical tetrametilpiperidina-
1-oxilo (TEMPO) vy el pretratamiento enzimatico se practican cominmente para reducir el
consumo de energia y producir fibras de celulosa con didmetro pequefio y distribucion de
tamafio [37], suelen tener un diametro de 100 nm, pero una longitud en micrémetros. En
comparacion con la CNC, tiene una relacion de aspecto mas alta debido a su forma de cadena
larga, gran area de superficie y gran cantidad de grupos hidroxilo para modificacién del area

superficial [35].

2.2.2  Celulosa nanocristalina (CNC).

Las propiedades finales varian de acuerdo con la materia prima utilizada para su obtencién;
pero, en general, poseen buenas propiedades mecanicas y gran resistencia a la tension. Es la
parte cristalina, resultante después de eliminar la region amorfa mediante hidrélisis &cida o
despolimerizacién. La regién amorfa es una parte desordenada que se puede hidrolizar
facilmente. El &cido sulfurico, se utiliza comunmente en hidrolisis, las propiedades dependen
en gran medida de las condiciones de reaccion de hidrélisis que incluye temperatura, tiempo de
reaccion y la concentracion de acido [23, 38]. Generalmente posee forma de varilla o forma de
aguja y tiene una dimension relativamente de 1-50 nm de ancho y unos 100 nm de largo.
Ademas, la alta cristalinidad exhibe una gran superficie, asi como una excelente estabilidad

térmica y alta resistencia [39].

2.2.3 Nanocelulosa bacteriana (NCB).

Es producido por bacterias cuando los sustratos organicos (azucar, glicerol) se polimerizan
durante el cultivo [27]; tiene la misma composicidn quimica que los otros tipos de nanocelulosa,
exhibe mayor pureza, capacidad de retencién de agua y cristalinidad, lo que lleva a una

excelente resistencia térmica y mecanica [40, 41].
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2.3 Fuentes alternas para la extraccion de celulosa.

Los residuos agroindustriales son generados durante los diferentes procesos de las materias
primas; generalmente, no son reutilizados como subproducto dentro de la cadena de produccion,
sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas dependen del proceso de transformacion y de
la materia prima utilizada. Sin embargo, los residuos agroindustriales son materiales
lignocelulosicos; es decir, los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina representan sus
mayores porcentajes de composicion. Estos residuos son generados en grandes cantidades,
presenten baja degradacién, disposicion deficiente depositandose principalmente en areas a
cielo abierto y provocando alteraciones adversas en el medio ambiente. La biomasa
lignocelulosica provenientes de residuos agroindustriales representan una alternativa viable de
extraccion de celulosa, que con ayuda de nuevas tecnologias pueden ser aprovechadas para la
transformacion de nuevos productos, dentro de las cuales podemos encontrar; bagazo de cafia
de aztcar (BCA), bagazo de Aloe vera (BAV) y pseudotallos de platano (PTP), residuos
generados en grandes cantidades de la produccion de azlcar, gel de Aloe vera y cosecha de

platano.

2.3.1 Bagazo de cafia de azlcar, Saccharum officinarum (BCA).

La materia prima principal en la produccion de azlcar es Saccharum officinarum cominmente
conocida como cafia de azUcar, de la cual se extrae el jugo y el residuo que se genera se conoce
como bagazo de cafia de azUcar (Figura 2.4), subproducto agroindustrial lignocelulésico
obtenido durante la extraccion de azucar. Las fibras representan aproximadamente el 30% del
peso total en el procesamiento de la cafia. Estas fibras estin compuestas de aproximadamente
30 a 50% de celulosa, de 20 a 25% de hemicelulosa y 20 a 25% de lignina. Por su abundante
disponibilidad se han reportado varias metodologias que utilizan bagazo de cafia como materia
prima [29, 30, 42, 43]; particularmente, en la generacion de energia eléctrica [44], produccion
de celulosa y papel a base de fermentacion [31, 34]. Otros productos obtenidos de este proceso
incluyen quimicos y metabolitos como alcohol y alcaloides, hongos, alimentos para animales

enriquecidos con proteinas y enzimas [45, 46].
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Figura 2.4 Planta y bagazo de cafia de azlcar Saccharum officinarum.

2.3.2 Bagazo de Aloe vera (BAV).

El Aloe vera o sébila es una planta tropical con hojas lanceoladas que crecen en forma de roseta,
las cuales cuentan con espinas que sirven de proteccion, su estructura estd formada por un
exocarpio o corteza, la cual estd cubierta de una cuticula delgada (Figura 2.5). La corteza
representa del 20 al 30% del peso de toda la planta y dicha estructura es de color verde o verde
azulado. El parénquima, conocido cominmente como pulpa o gel se localiza en la parte central
de la hojay representa del 65 al 80% del peso total de la planta, durante el proceso de extraccion,
la superficie externa de la hoja exocarpio y espinas, son desechadas [47],. Estos residuos pueden
ser utilizados para la extraccion de materias primas y creaciéon de nuevos productos, como la

celulosa para la elaboracion de apésitos como hidrogeles.

Figura 2.5 Hoja de Aloe vera, corte transversal a) corteza, b-c) parénquima.

2.3.3 Pseudotallo de platano, Musa paradisiaca (PTP).

El platano es una fruta tropical, en la Republica Mexicana se cultiva en 16 estados, de los cuales

Chiapas, Tabasco y Veracruz, son los mayores productores con un 60% de la produccion
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nacional, de acuerdo con cifras del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP)
[42]. En el cultivo del platano solo se aprovecha la fruta, quedando una gran parte de la planta
sin utilizar, principalmente el pseudotallo, raquis, hojas y cascara del fruto, los cuales pueden
contener de 63.6 a 68.8% de celulosa, lo que lo hace atractiva como fuente natural para la
conversion a nanocelulosa. El pseudotallo (Figura 2.6), es una fuente de fibra natural, utilizado
principalmente en la elaboracion de artesanias, fibras textiles y fabricacion de papel [48], las
hojas y raquis se utilizan para la elaboracidn de harinas, como suplementos para la alimentacion

animal.

Figura 2.6 1) Planta de platano, 2) pseudotallo de platano y 3) pseudotallo de platano, a) corte
transversal y b) corte horizontal.

2.4 Quitosano.

Es un polisacarido producido de la quitina, componente principal del exoesqueleto de
artropodos, es considerado el segundo polimero mas abundante de la tierra; debido a sus
propiedades no tdxicas, bioactivas, antimicrobianas y biodegradables, se usa ampliamente en
la produccién de hidrogel [36], es considerado un material muy prometedor en diversas
aplicaciones de la industria biomédica [47], administracion de farmacos [49], terapia genética
[50], terapia contra el cancer [51]; también, ha sido utilizado en otras aplicaciones como
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eliminacién de contaminantes en plantas de tratamiento de aguas residuales, en la industria de

alimentos y bebidas [52].

Es un copolimero insoluble a pH neutro y basico debido a sus enlaces intra-e intermoleculares
formados por puentes de hidrégeno. Su forma cristalina y grupos amino permiten que sea
soluble en disoluciones acuosas &cidas, ya que se incrementa la polaridad y las repulsiones
electrostaticas. Este compuesto demuestra mayor versatilidad que la celulosa para reacciones
quimicas, debido a grupos hidroxilos disponibles y a las posibles sustituciones en los sitios

activos aminos ubicados en la posicion C», Figura 2.7.

2.4.1 Composicion quimica.

El quitosano es un producto desacetilado de la quitina, su nivel de desacetilacion se encuentra
entre el 70y el 90 % [53, 54], este parametro resulta fundamental para determinar la solubilidad
del polimero, asi como sus caracteristicas bioldgicas [55, 56], ya que representa la proporcion
de grupos amino libre (NH2) capaces de protonarse (NHs™), como se observa en la Figura 2.7,
lo cual faculta al quitosano la capacidad de interactuar con otras moléculas cargadas
negativamente, como las proteinas [57], presenta propiedades antimicrobianas debido a la carga
catiénica de los grupos amino, es capaz de interactuar con la membrana celular bacteriana
cargada negativamente [58]; ademas, el quitosano puede quelarse con los compuestos que
rodean a los microorganismos, por lo tanto, retardar la absorcién de nutrientes [52], sus
cualidades dependen del peso molecular, purezay la secuencia del contenido de grupos amino
y acetamida. El peso molecular medio de la quitina es de 1.03x10° a 2.5x10° g/gmol; sin
embargo, después de la reaccion de N-desacetilacion, la produccién de quitosano disminuye de
1x10° a 5x10° g/gmol, es un copolimero lineal formado por unidades de glucosamina y en
menor medida de N-acetil D-glucosamina unidos por enlaces B 1-4, cuya denominacion
guimica, segin la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), es 2 amino 2
desoxi, D-glucopiranosa (D-glucosamina GIcN) y 2 acetamida- 2 desoxi- D glucopiranosa N-

acetil glucosamina.
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Figura 2.7 Estructura quimica del quitosano.

Debido a estas caracteristicas y en dependencia de la aplicacion deseada, se requiere que el
quitosano se encuentre en un intervalo especifico de peso molecular y grado de acetilacion. Se
encontrd que el quitosano de alto peso molecular era mas eficiente en la carga de ADN, en
comparacion con sus oligbmeros, para el tratamiento de aguas residuales, se prefiere el
quitosano que tiene un mayor grado de desacetilacion mayor al 90%, debido al mayor nimero

de grupos amina libre que pueden interactuar en la remocion de contaminantes [59].

2.4.2 Propiedades bioldgicas.

El quitosano posee un amplio espectro de actividad antimicrobiana, exhibe una eficiencia
inhibitoria contra diferentes bacterias y ejerce un efecto antifingico al suprimir la esporulacion

y la germinacién de esporas.

e Biocompatibilidad. Diversos materiales elaborados con quitosano para la
rehabilitacion de heridas, andamios para ingenieria tisular y agentes hemostaticos entre
otros, han demostrado excelentes caracteristicas funcionales de efectividad, seguridad y
compatibilidad. El efecto hemostatico del quitosano se debe a la naturaleza policationica
de interactuar facilmente con las células sanguineas, ya que el plasma rico en plaquetas
y eritrocitos tiene carga negativa, esto permite la estimulacion, la adherencia y
agregacion de plaquetas que es esencial para el inicio de la hemostasia; los grupos amino
(como poli-N-acetil glucosamina) facilitan la agregacion de eritrocitos, aglutinacion de
proteinas sanguineas y la activacion de plaquetas que facilitan la formacion de coagulos
de fibrina [60].
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Mecanismo de accion antifangico. Los grupos amino con carga positiva presentes en
las unidades de glucosamina del quitosano, interactGan con componentes extracelulares
de la pared y membrana celular de los hongos que poseen carga negativa, mediante
atracciones electrostaticas. Lo anterior provoca la formacion de poros y salida del
contenido intracelular (Ca" y K*, proteinas), produciendo inestabilidad y muerte celular
[61]. Sin embargo, también se ha reportado que oligdmeros del quitosano se difunden
hacia el interior de las hifas e interfieren con componentes esenciales para el crecimiento
celular, ocasionan la desorganizacion del citoplasma, la pérdida del contenido
extracelular de esporas y ruptura de vacuolas, i.e., al interactuar con los

microorganismos dificulta los procesos fisiol6gicos normales.

Mecanismos de accion antibacterianos. ElI mecanismo de accion antibacteriano
muestra que al igual que con los hongos interactiia mediante atracciones electrostaticas,
con los lipopolisacaridos de la membrana externa de las bacterias gramnegativas, la
desestabilizan, alteran su permeabilidad en la pared y membrana interna, favoreciendo
la salida de componentes celulares esenciales. En las bacterias grampositivas el
quitosano se adhiere a los &cidos teicoicos y lipoteicoicos ubicados en la pared celular,
lo que altera la interaccion entre ésta y la membrana celular, induciendo la salida de

componentes esenciales y el desequilibrio osmotico de la célula [62, 63].

2.5 Plata.

Ha sido utilizada como agente antimicrobiano desde la antigiiedad, para prevenir y manejar
infecciones en el cuidado de las heridas; como solucidn de nitrato de plata (AgNQO3) para limpiar
heridas; actualmente, como cremas o unglentos conteniendo compuestos con antibiético
(crema con sulfadiazina de plata, SSD). Hoy en dia, la solucién de AgNOs es menos utilizada;
pero la crema con SSD ha tenido un lugar importante en el manejo de las quemaduras, aunque
es de corta accion y se requieren varias aplicaciones. Las NPsAg con la combinacion de
polimeros apropiados, puede disminuir su toxicidad, potenciar su actividad antimicrobiana,
ademas de su sostenibilidad, incrementando la cicatrizacion de las heridas, con un mejor manejo

de los fluidos.

16



2.6 Nanoparticulas de plata.

Las nanoparticulas con un intervalo de tamafio de 1 a 100 nm, se pueden usar terapéuticamente,
debido a su amplio intervalo de aplicaciones. Las NPsAg son considerados agentes
antibacterianos efectivos por su amplio espectro biocida inhibitorio de diversos
microorganismos [64], puede liberar continuamente iones, debido a la atraccion electrostatica
y afinidad por las proteinas de con alto contenido de azufre, pueden adherirse a la pared celular
y la membrana citoplasmaética, cambiar la permeabilidad y provocar su ruptura, después de su
absorcion pueden desencadenar diferentes tipos de reacciones; se unen al ADN bacteriano
evitando su replicacion, inactivan enzimas metabdlicas de las cadenas transportadoras de

electrones, lo cual desencadena la inactivacion de la bacteria.

2.6.1 Sintesis de nanoparticulas de plata.

Se han desarrollado diversos métodos de fabricacion de NPsAg, su calidad depende en gran
medida del método de sintesis para su obtencion como se observa en la Figura 2.8. Las
diferentes rutas de sintesis de las NPs conducen a tamafios variables, morfologia e incluso
estabilidad, en general estos métodos se pueden clasificar en tres grandes categorias: sintesis

fisica, quimica y verde.
e Sintesis fisica.

Se utilizan técnicas descendentes (top-down), consiste en la division de material sélido hasta
Ilegar al tamafio nanométrico; usualmente, se usan métodos fisicos como: molienda o desgaste,
enfriamiento repetido y fotolitografia, evaporacion/condensacion y ablacion con laser son las

principales técnicas fisicas para obtener NPsAg a partir de muestras de metal.
e Sintesis quimica.

Se utilizan técnicas ascendentes (bottom-up), donde se fabrican NPs con la capacidad de
autoensamblarse 0 autoorganizarse a través de la condensacion de atomos en fase acuosa o en
solucion, las moléculas se autoensamblan espontaneamente, sobre cambios controlados de pH,
concentracion de un soluto en especifico o la aplicacidén de un campo eléctrico, los mecanismos

fisicos que ayudan a que las estructuras estén bien organizadas, se deben a la termodinamica e
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interacciones moleculares, hidrofdbicas/hidrofilicas, enlaces de hidrégeno, interacciones de van
der Waals que buscan minimizar los estados de energia en las diferentes configuraciones
moleculares. Las técnicas ascendentes son mas frecuentes en la de sintesis de NPsAg, utilizando
para ello sal de plata, reductores y un estabilizante o agentes de terminacion para controlar su
crecimiento. El nitrato de plata es frecuentemente utilizado para la sintesis de NPsAg, debido a
su bajo costo y estabilidad quimica comparada con otras sales disponibles. Los estabilizantes
incluyen surfactantes y ligandos o polimeros como polivinilpirrolidona, polietilenglicol,

polimetilmetacrilato, entre otros [65].

Top- down Bottom-up
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Figura 2.8 Métodos de sintesis de NPsAg.

e Sintesis verde.

Son metodos amigables con el medio ambiente, la produccion de NPs tradicionales utiliza
materiales toxicos con el medio ambiente y limitan sus aplicaciones en las areas de medicina
[66]. Esta sintesis es una técnica alternativa de biorreduccion de material nanoparticulado con
materiales metalicos como la plata y el oro, mediante sistemas biolégicos como agentes
reductores para reemplazar los agentes quimicos: plantas y algas [67, 68], bacterias [69],

levaduras, virus [70] y células humanas.

Se han desarrollado diferentes estrategias utilizando plantas con poder antioxidante para la
sintesis de las nanoparticulas, como se muestra en la Figura 2.9, algunas usan sales metalicas

(ejemplo, nitrato de plata) u 6xidos metalicos (ejemplo, dxido de titanio), la forma mas directa
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es utilizando extracto acuoso, los cuales contienen uno o méas ingredientes activos de una planta
especifica (proteinas, péptidos y carbohidratos). El uso de extractos de plantas para sintetizar

nanoparticulas es el método mas rapido.
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Figura 2.9 Proceso de sintesis verde de nanoparticulas de plata.

2.7 Mecanismos de accidon antimicrobianos.

2.7.1 Adherencia de las NPsAg en la pared y membrana celular bacteriana.

La atraccién electrostatica entre la carga positiva de las NPsSAg y la carga negativa de la
membrana celular de las bacterias, permite la adherencia a la pared celular, membrana
citoplasmatica [71]. Los iones de plata forman poros en la membrana bacteriana, al interactuar
con el citoplasma producen contracciones, desprendimiento de la membrana y ruptura de la
pared celular de la bacteria [72]. El exceso de nanoparticulas dentro de la membrana celular
puede causar su desnaturalizacion, liberacion de lipopolisacaridos, pérdida de contenido celular
como iones, proteinas, azlcares reductores y reservas de energia celular (adenosin trifosfato,
ATP). También existe interaccion de las NPsAg con las proteinas que contienen azufre, lo que
provoca cambios irreversibles en la estructura, este mecanismo de accion es mas eficiente en
las bacterias gramnegativas, ya que son mas susceptibles debido a la diferencia en la
organizacion de un componente clave de la membrana celular el peptidoglicano (Figura 2.10)
en las bacterias gramnegativas oscila entre 3-4 nm [73]. En las bacterias grampositivas la pared
celular se compone de una capa de peptidoglicano con carga negativa y 30 nm de espesor, esta

capa es mas gruesa, su carga negativa promueve la adherencia de iones de plata; sin embargo,
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esta pared impide la accion de estos iones, las gramnegativas son mas susceptibles a los iones
de plata, debido a la pared celular menos gruesa, menos peptidoglicano, ademas contienen
lipopolisacaridos en la membrana celular y la carga negativa de los lipopolisacaridos promueve

la adherencia de NPsAg lo que la hace mas susceptible.
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Figura 2.10 Membrana celular de bacterias a) grampositivas, b) gramnegativas.

2.7.2 Penetracion de las NPsAg dentro de la célula y desestabilizacion de estructuras

intracelulares y biomoléculas.

Cuando las nanoparticulas de plata han penetrado la membrana celular, pueden afectar el
funcionamiento celular vital, causar el rompimiento de organulos, lisis celular o afectar el
funcionamiento vital, atacando moléculas como proteinas, lipidos y ADN [74, 75], estas

interacciones se pueden observar en la Figura 2.11.

Proteinas. Las NPsAg penetran la membrana de las bacterias a través de canales ionicos, éstas
desnaturalizan el ribosoma suprimiendo proteinas esenciales para la supervivencia de la
bacteria, impidiendo la transduccion de proteinas, también forman un enlace estable de S-Ag

con los grupos tiol de las proteinas desactivadas [76].
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Azlcar. Las NPsAg al interactuar con la enzima fosfomanosa isomerasa inactivan y bloquean

el metabolismo del azlcar, funcion de gran importancia en la via glucolitica.

ADN. La interaccion de los iones de las NPsAg con el azufre y el fosforo del ADN, causa
problemas de replicacion, en las cadenas antiparalelas del ADN; el ién Ag* se puede intercalar
entre los puentes de hidrégeno de los pares de bases de purina y pirimida, las cuales bloquean

la transcripcion de genes y eventualmente la division y reproduccion celular [77].

2.7.3 Toxicidad y estrés oxidativo celular causado por NPsAg.

Las NPsAg tienen la capacidad de producir estrés oxidativo en las células, los iones de Ag*
liberados pueden causar un efecto tdxico; éstos interactlan con proteinas de la cadena
respiratoria interrumpiendo la reduccion intracelular de O [78, 79]. La cantidad excesiva de

radicales libres causa dafio directo a la membrana mitocondrial y muerte celular.

2.7.4 Modulacion de vias de transduccion de sefiales

Las NPsAg tienen la capacidad de participar en la transduccion de sefiales bacterianas, las
cuales afectan la fosforilacion de sustratos de proteinas; también desfosforilan residuos de
tirosina en proteinas, lo que puede producir la inhibicion del crecimiento bacteriano y apoptosis
[80].
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Figura 2.11 Mecanismos de accion de las NPsAg en las bacterias [81].

21



2.8 Hidrogeles.

El hidrogel (HDG), es una red tridimensional (3D) de polimero hidrofilico, puede retener
grandes cantidades de agua o nutrientes durante mas tiempo, son insolubles, higroscopicos,
blandos y elésticos. Presentan propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad, su
naturaleza rica en agua hace que los hidrogeles sean similares a los tejidos biologicos, por lo
que son potencialmente adecuados para su uso como biomateriales, incluyendo dispositivos de
vestimenta, robotica blanda y materiales alternativos para diversos tejidos bioldgicos [82]. La
red estructural de los hidrogeles se construye a partir de grupos hidroxilo (-OH), carboxilo
(-COOH), amida (-CONHy) y sulfdnico (SOsH) [1].

Son materiales blandos compuestos de cadenas poliméricas que se reticulan fisica o
quimicamente para formar redes poliméricas 3D, que se hinchan como resultado de la
encapsulacion de grandes volimenes de agua [83], es capaz de absorber alrededor de mil veces
su peso deshidratado en fluidos bioldgicos o agua, capaz de hincharse cuando entra en contacto
con soluciones acuosas [84], la capacidad de absorcion de agua de los hidrogeles (HDG),
aumenta con grupos funcionales hidréfilos que se unen a las cadenas poliméricas, la nula
susceptibilidad a la disolucion es esencial para diversos usos biomédicos que requieren una
gran proximidad con los tejidos vivos debido a su similitud. Esto se atribuye en parte a una
composicion, flexibilidad y suavidad inherentemente elevadas del agua, sus propiedades se

pueden mejorar con la inclusién de nanoparticulas 0 nanomateriales.

2.8.1 Clasificacion.

Los hidrogeles naturales y sintéticos, se clasifican considerando los materiales utilizados
durante su sintesis y su estructura quimica; también, pueden ser clasificados en dependencia de
la carga eléctrica de la cadena reticulada: no idnico o neutro, idnico y anfoliticos. Debido al
tipo de reticulacion, se clasifican en fisica y quimica; en la fisica, la red se conforma por
enredamientos moleculares e interacciones fisicoquimicas como interacciones hidrofobas,
condensacion de cargas eléctricas, enlaces de hidrdgeno, estéreo-acomplejamientos, o quimica
supramolecular. La quimica, consiste en redes entrecruzadas covalentemente, no son
homogéneos; generalmente, contienen regiones de alta densidad de entrecruzamiento y bajo

grado de hinchamiento (aglomerados o cllster), dispersas en las regiones de baja densidad de
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entrecruzamiento y alto indice de hinchamiento. Normalmente, la presencia de clusteres se debe
a la agregacion hidrofoba del agente entrecruzante. En algunos casos, dependiendo de la
composicion, del disolvente, la temperatura y la concentracion de solidos durante la gelacion,

puede ocurrir separacion de fases formandose macroporos.

También pueden ser clasificados en base a su composicion monomeérica basada en métodos de

preparacion.

e Hidrogeles copoliméricos. Se forman de un agente entrecruzante o de reticulacién, dos
0 mas monodmeros que pueden polimerizarse formando cadenas de composicidn
aleatoria o formando bloques, dependiendo de la reactividad de los mondémeros y demas
condiciones de reaccion.

e Hidrogeles de redes semi-interpenetradas (semi-IPN). Se forman mediante la
polimerizacion y reticulacion de un mondmero en presencia de un polimero ya formado;
de esta manera, el polimero queda ocluido en la red tridimensional del hidrogel, mejora

las propiedades mecanicas e incorpora propiedades del polimero en el material final.

2.8.2 Apdsitos de hidrogel.

Los hidrogeles se han desarrollado para diversas aplicaciones, en la industria farmacéutica se
estan desarrollando para la liberacion de farmacos, ingenieria de tejidos y apositos [85, 86]. La
funcién principal es la de proteger la herida del medio externo, prevenir la proliferacion de

organismos patdgenos, asi como evitar infecciones.

2.9 Reticulante o agente entrecruzante.

El reticulante o agente entrecruzante se puede definir como material que puede interconectar
moléculas y mejorar las propiedades de los hidrogeles, observar la Figura 2.12. La reticulacion
es el paso mas critico en la preparacion de hidrogel, para mantener la estructura 3D y mejorar
las propiedades fisicas y mecanicas de los hidrogeles. Hay tres tipos de técnicas de reticulacion,
fisicas, quimicas y de polimerizacion, para producir hidrogeles a partir de celulosa y sus

derivados.
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Monomero Hidrogel

Polimero

Entrecruzante

Figura 2.12 Representacion esquematica del agente entrecruzante o reticulante en los
hidrogeles.

2.9.1 Agente reticulante, &cido citrico.

El &cido citrico (AC) se ha utilizado como agente de reticulacion debido a que es econémico,
no téxico, hidrofilo y es un orgénico natural con 3 grupos OH que pueden formar una red en la
mayoria de las preparaciones de hidrogel, mejora la resistencia a la traccion, la estabilidad
térmicay las propiedades de barrera para que la red de hidrogel se entrecruce fuertemente [87].
Se utiliza ampliamente en la formacion de hidrogeles de celulosa para mejorar sus propiedades,
ademas de que es considerado como un reticulante de facil manejo a temperatura ambiente [87].
Este material organico esta aprobado por la Asociacidon de Drogas y Alimentos (FDA), como
un agente de reticulacién seguro y como un material vitaminico de consumo, también se conoce
habitualmente como aditivo alimentario, utilizado en materiales que entran en contacto con los
alimentos, ablandamiento del agua, anticoagulantes, tejidos antivirales y productos de limpieza
[88-90].

2.10 Piel.

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, representa aproximadamente el 15% de la masa del
cuerpo humano, su funcién principal es servir como barrera protectora contra agentes

bioldgicos, quimicos, asi como prevenir la evaporacion excesiva agua y moderar la temperatura
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del cuerpo [91], desempefia papeles vitales como funciones protectoras termorreguladoras,

sensoriales, inmunoldgicas y en el equilibrio de fluidos corporales.

2.10.1 Caracteristicas generales de la piel.

La piel estd compuesta por varios tipos de células, como queratinocitos, fibroblastos y

melanocitos que se organizan en tres capas, como se ve en la Figura 2.13.

Epidermis. Constituye la capa externa de la piel, contiene de 15 a 20 capas de
queratinocitos, es la principal barrera para proteger al cuerpo de la deshidratacion y las
agresiones externas como, microorganismos patdgenos, radiacion UV, se le relaciona
patoldgicamente con lesiones cutaneas, sensibilidad cutanea, psoriasis, esclerodermia,
pigmentacion y otros trastornos en la piel.

Dermis. Es la capa media de la piel, se compone de 2 capas, la capa inferior o estrato
reticular y la capa superior o estrato capilar, sus principales componentes son el
colageno y la elastina, tejidos conectivos que confieren fuerza y flexibilidad y son los
componentes vitales de la piel sana, de aspecto juvenil. Estas fibras estan impregnadas
de una sustancia de tipo gel (que contiene acido hialurénico), que posee una gran
capacidad para retener agua y contribuir a mantener el volumen de la piel. Su textura
gruesa y firme ayuda a amortiguar los golpes externos, cuando llega a ocurrir algin
dafio, contiene tejidos conectivos como fibroblastos y mastocitos que curan las heridas,
es rica en vasos sanguineos que nutren la epidermis mientras eliminan los desechos,
contiene glandulas sebaceas, que liberan sebo o aceite en la superficie de la piel y las
glandulas sudoriparas, liberan agua y acido lactico en la superficie de la piel, estos
liquidos se combinan entre si para formar la pelicula hidrolipidica, vasos linfaticos,
receptores sensoriales, raices pilosas y el extremo bulboso del tallo capilar, donde se
desarrolla el cabello.

Hipodermis (tejido subcuténeo). Es la capa interna de la piel que almacena energia
mientras sirve de almohadilla y aislante del cuerpo. Se compone principalmente de
células adiposas (adipocitos), agregadas entre si en grupos de tipo almohadilla, el
namero de células adiposas que contiene el subcutis difiere en las distintas partes del
cuerpo v fibras especiales de colageno (llamado septos tisulares o limites), que son el
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tejido conectivo suelto y esponjoso que mantiene juntas a las células de grasa y vasos
sanguineos.

La piel cambia en las diferentes partes del cuerpo, durante el periodo de vida de una personay
de un sexo a otro.

Pelo

Epidermis
Glandula sebacea (queratinocitos y melanocitos.)
Dermis
Glandula sudoripara (fibroblastos y coligeno)
Hipodermis
y (tejido adiposo y vasos
Vasos capilares Mt

Figura 2.13 Representacion esquematica de las capas de la piel.

2.10.2 Heridas en la piel.

La alteracion de la integridad o mal funcionamiento del tejido de la piel se denomina herida
[92, 93], son causadas por traumatismos o quemaduras, reducen drasticamente la calidad de
vida de los pacientes (Tabla 2.2). La cicatrizacion de las heridas es un proceso dindmico e
interactivo que involucra 4 fases, como se muestra en la Figura 2.14, coagulacion y hemostasia,
inflamacién, proliferacion y remodelacion con formacion de tejido cicatricial.

Tabla 2.2 Clasificacion de las heridas.

HERIDAS
Agente fisico Agente quimico  Agente bioldgico
Cortes, Bacterias,
quemaduras y Acidos quemaduras y
golpes hongos
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Coagulacién (hemostasia). Esta etapa comienza inmediatamente después de
presentarse la lesion, su objetivo es detener la hemorragia y bloquear el drenaje del
fluido sanguineo. Durante este proceso, las plaquetas entran en contacto con el
colageno, lo que da como resultado la activacion y la agregacion. Una enzima llamada
“trombina”, se encuentra en el centro e inicia la formacion de una malla de fibrina,

fortaleciendo los grupos de plaquetas para formar un coagulo estable.

Inflamacion (fase defensiva). Esta etapa dura de 4 a 6 dias, puede presentar edema,
eritema, calor y dolor. Se enfoca en destruir bacterias y eliminar residuos, se prepara el
lecho de la herida para el crecimiento de tejido nuevo, los globulos blancos (neutréfilos),
ingresan a la herida para destruir bacterias y eliminar agentes nocivos, mediante
fagocitosis, liberan sustancias toxicas, una vez realizada su funcién entran en apoptosis
y son eliminados de la superficie, cuando éstos desaparecen, las células macrofagas,
Ilegan para continuar limpiando los agentes nocivos. Estas células secretan factores de
crecimiento y proteinas que atraen células del sistema inmune a la herida para facilitar
la reparacidn tisular; finalmente, llegan los linfocitos, los cuales se cree que regulan la
funcién de reparacion del tejido, a través de la produccion de matriz extracelular y
remodelacion de colageno. Esta fase se mantendra activa hasta el punto que se asegure

que el tejido no presente riesgo de infeccion o elementos de deshecho.

Proliferacion. Esta etapa dura de 4 a 24 dias aproximadamente, presenta 3 fases.
Regeneracion del tejido de la herida. El tejido de granulacién de color rojo intenso y
brillante llena el lecho de la herida de tejido conjuntivo y forma nuevos vasos
sanguineos.

Contraccion los margenes de la herida. Los margenes de la herida se contraen y tiran
hacia el centro de la herida.

Cubrir la herida, epitelizacion. Las células epiteliales surgen del lecho o los méargenes
de la herida y comienzan a migrar saltando a través del lecho de la herida hasta que la

herida se cubre con epitelio.
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e Remodelacion de herida o maduracién. Durante la fase de maduracién, el nuevo
tejido gana fuerza y flexibilidad lentamente. Aqui, las fibras de coldgeno se reorganizan,
el tejido se regenera y madura, hay un aumento general en la resistencia a la traccion
(aunque la fuerza méxima esta limitada al 80% de la resistencia previa a la herida). La
fase de maduracién varia mucho de una herida a otra, suele durar de 21 dias a dos afios.
El proceso de cicatrizacion es notable y complejo, también es susceptible de
interrupciones debido a factores locales y sistémicos, que incluyen humedad, infeccion
y maceracion (local); edad, estado nutricional, tipo de cuerpo (sistémico). Cuando se
establece el ambiente de cicatrizacion correcto, el cuerpo trabaja para sanar y

reemplazar el tejido desvitalizado.

a) //

coagulo

-

costra / /

fibroblastos

Figura 2.14 Etapas de cicatrizacion de la herida, a) coagulacion, b) inflamaciéon
c) proliferacion y d) Remodelacion [86].

2.10.3 Infecciones en la herida.

Cuando la epidermis se lesiona, la piel perdera el efecto protector mas basico, la infeccion
microbiana en el sitio de la herida prolongard severamente el proceso de curacion, las heridas
crénicas no tratadas de manera efectiva son facilmente colonizadas por organismos patégenos como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, causando finalmente una
cicatriz no funcional.
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Capitulo

3.Estado del Arte

La preocupacion por el medio ambiente y la generacion de nuevos materiales con mejores
propiedades en el ambito de la biomedicina, ha reforzado la tendencia de reemplazar los
hidrogeles sintéticos, por alternativas mas ecoldgicas. Los hidrogeles obtenidos de biomasa
lignocelulosica los convierten en apdsitos ideales para el tratamiento de heridas en la piel, como
sistemas utilizados en la cicatrizacion de heridas debido a su capacidad de ajuste del tamafio de
poro, el cual controla la humedad, la proliferacion y la migracion celular en la herida [87], el uso
de nanofibras de celulosa (CNF) obtenido de diferentes fuentes de biomasas es realmente
atractivo, debido a su excelente biocompatibilidad y estructura rigida [94]. La celulosa bacteriana
(CB), presenta alta bioactividad en el tejido epitelial, promueve la migracion de células epiteliales
y fibroblasticas que conduce a la aceleracion de la formacién de tejido cicatricial [95]. También,
muestran una alta capacidad de exudado, mantenimiento eficaz de la humedad y nula toxicidad.

D. Park y col. desarrollaron un hidrogel hibrido de poliacrilamida (PAM) y nanofibras de
celulosa bacteriana (NFCB), lograron obtener diferentes niveles de asociaciones interfibrilares y
mayor cinética de hinchamiento, estos hidrogeles controlaron con éxito la liberacion sostenida
de farmacos a demanda en respuesta a estimulaciones mecéanicas aplicadas y se estimo que
también puede aplicarse como parches de piel artificial con una excelente biocompatibilidad y

propiedades mecanicas [96].

El uso de nanocelulosa bacteriana (CB) obtenida del cultivo de Komagataeibacter xylinus con
quitosano (CH) y sulfadiazina de plata, con glutaraldehido como reticulante para la obtencion de
hidrogel proporciona propiedades antibacterianas demostrando que son mas efectivos contra
bacterias grampositivas que contra gramnegativas y sugieren que el posible mecanismo del efecto
antibacteriano del hidrogel, puede deberse al contacto directo e interaccion entre las particulas
de plata [97].



También se desarrollé un hidrogel al cultivar Acetobacter xylinum para obtener celulosa
bacteriana (CB); posteriormente, prepararon hidrogeles compuestos acetato de polivinilo/
celulosa bacteriana y acetato de polivinilo/ celulosa bacteriana NPsAg. Proporcionaron un
nuevo método para la preparacion de apositos para heridas, compuesto de celulosa bacteriana
con nanoparticulas de plata. ElI proceso especial de preparacion y las caracteristicas
estructurales le confieren alta porosidad, propiedades mecanicas, absorcién de agua y
capacidad de retencion al hidrogel. Estas propiedades aseguraron la adherencia a la superficie
en heridas adaptada a varios movimientos del cuerpo, absorben el exudado, mantienen el
ambiente himedo, proporcionaron mejores condiciones ambientales para la cicatrizacion de
la herida y presenta efectividad antibacteriana frente a bacterias gramnegativas (E. coli) y
grampositivas (S. aureus), ademas la inclusion de NPsAg promueve el crecimiento y
desarrollo de nuevos vasos sanguineos y acelerara significativamente la cicatrizacion de
heridas [98].

Otra fuente de celulosa es el papel filtro y etanol como disolvente, en la preparacion de geles
de celulosa (alcogeles), este proceso conduce a hebras de red mas dispersas y rectas de
alcogeles de celulosa; se atribuyeron mejores propiedades mecanicas, obtuvieron una tensién
de fractura cercana al nivel del tendon de Aquiles en el cuerpo humano, proporcionaron una
estrategia simple para mejorar y modular el rendimiento mecanico de los materiales

biopoliméricos controlando la disposicion de las fibrillas [99].

Una estrategia novedosa en la reticulacion de fibras de nanocelulosa en el disefio de
hidrogeles es el uso de un hidrocoloide natural como el &cido citrico, la union de las cadenas
con estructuras quimicas similares favorece la formacién de nuevas reticulaciones, ya que
también cuenta con grupos hidroxilo y carbonilo, estos entrelazamientos de cadenas de
polisacaridos conducen a conjuntos supramoleculares en forma de geles reticulados fisicos
[87]. A través de estas interacciones intermoleculares que probablemente se asocian, se puede
generar una red 3D compleja que conduce a propiedades del material adaptables a
aplicaciones biomédicas especificas, la red es altamente porosa (con entrelazamientos de
nanocelulosa dentro de matrices hidrocoloidales), exhibe una mejor semejanza estructural y

funcional con el tejido vivo, en comparacion con los hidrogeles ionotropicos clasicos. Son
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biocompatibles, genera una respuesta celular mejorada y puede alcanzar las propiedades

obligatorias buscadas en la medicina de regeneracion [87].

Qianmin Ou et al. [100] prepararon hidrogeles hibridos de metacrilato de gelatina y
nanotubos de halloysita con plata, que proporcionaron un entorno similar a la matriz
extracelular natural. La plata desempefié un fuerte papel antiinfeccioso, los nanotubos de
halloysita proporcionaron una nanoestructura especial para la regulacion inmunitaria ésea y
promovieron una fuerte adsorcién electrostatica entre los hidrogeles y los iones de nanoplata
lo cual result6 en un antibacteriano sostenido de amplio espectro, estos hidrogeles mostraron
una importante regulacion de la inmunidad 6sea y propiedades antibacterianas, por lo que

pueden aliviar el entorno inflamatorio y prevenir la infeccion bacteriana.

La informacién recopilada de la literatura confirma las propiedades bioldgicas y quimicas de
los diferentes materiales a utilizar en la preparacién de hidrogeles, se han mencionado las
caracteristicas y estudios relevantes de las propiedades que la celulosa puede brindar en su
preparacion; mejorar sus propiedades de distribucién, tamafio y tipo de porosidad,
propiedades mecanicas, absorcién de agua y capacidad de retencién. Al incorporar NPsAg y
quitosano, estos interactian directamente con microorganismos patdgenos, bacterias,
hongos, mohos y levaduras, presentando propiedades antimicrobianas, minimizando la
proliferacion de microorganismos oportunistas, lo cual lo convierte en un material atractivo
en areas de medicina. Es por eso que en este trabajo de investigacion se sintetizan ap6sitos
de hidrogel de nanocelulosa, quitosano y nanoparticulas de plata, con propiedades
antimicrobianas, obtenida de residuos lignoceluldsicos agroindustriales, evaluando los
parametros de sintesis, la capacidad de absorcién, retencion de fluidos e inhibicion de

microorganismos
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Capitulo

4.Metodologia

La sintesis de hidrogeles de nanocelulosa, quitosano y nanoparticulas de plata, es un proceso
que requiere de 3 etapas principales: la primera etapa, extraccion de nanocelulosa; segunda
etapa, sintesis de nanoparticulas de plata y la tercera, sintesis de hidrogeles.

Etapa 1. El aprovechamiento de biomasas y su conversion en subproductos para la extraccion
de celulosa requiere de diferentes tratamientos esenciales y especificos para cada residuo, ya
que sus componentes bioldgicos, fisicos y quimicos dependeran de la especie y procesos de
generacion. En este estudio la extraccion de celulosa y conversion a nanocelulosa requiere de
diversos procesos que incluyen recoleccion y pretratamiento de residuos, extraccion de celulosa
y conversion a nanocelulosa, los cuales requieren de diversas caracterizaciones, para conocer

sus propiedades quimicas.

Etapa 2. Mediante una sintesis verde, se obtendran nanoparticulas de plata, mediante técnicas
de caracterizacion se evaluara la sintesis propuesta y el potencial microbiolégico de la plata

obtenida a escala nanométrica, asi como su interaccion con el extracto acuoso.

Etapa 3. Sintesis de hidrogeles, en esta etapa se obtendra el producto final con potencial
aplicacion médica, este hidrogel estara sintetizado con celulosa y quitosano funcionalizado con
NPsAg y se evaluara sus propiedades quimicas y bioldgicas en el combate de microorganismos.
De esta manera se obtendra un hidrogel de nanocelulosa obtenida de residuos con propiedades

antimicrobianas conferidas por las nanoparticulas de plata.
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4.1 Recoleccion y pretratamiento de residuos agroindustriales.

Los residuos agroindustriales utilizados durante este proyecto de investigacion son los

siguientes:

Bagazo de cafia de azucar (BCA). Residuo generado durante el proceso de molienda de la
cafa de azlcar (Saccharum officinarum), de la cual se extrae su jugo para la obtencion de
azUcar, este bagazo fue donado por el Ingenio azucarero Panuco, SAPI de C.V. del estado de
Veracruz y pertenece a la zafra 2021-2022. Se lava con agua corriente para eliminar
impurezas que pueda contener durante el proceso de molienda, posteriormente se seca a 90
°C durante 48 horas.

Bagazo de Aloe vera (BAV). Este sobrante, exocarpio, corteza de hoja o bagazo de Aloe
vera, es generado de la planta de sabila (Aloe vera), se obtuvo de la recoleccién de plantas
de la zona sur de Tamaulipas, las hojas se lavan y se realiza un corte inferior, se deja reposar
durante un periodo de 10 horas para eliminar la aloina; después, se extrae el gel de Aloe vera
y se obtiene el exocarpio con espinas, se lava para eliminar el exceso de gel residual, se tritura

en una licuadora convencional y se seca a 90 °C durante 24 horas.

Pseudotallo de platano (PTP). El pseudotallo de platano (Musa paradisiaca) se genera
después del corte de la fruta, se limpia, lava y corta, en este residuo se usaron 2
procedimientos para secarlo, en el primero se corta en cuadros pequefios de 1 a 3 cm?
aproximadamente, se seca a 50 °C por 24 horas; en el segundo se corta en trozos y se tritura

en una licuadora convencional y se seca a 105 °C durante 48 horas.

Después de lavar y secar cada una de las fibras se obtiene mediante un proceso de molienda
un tamano de particula de 500 pm, en cada una de las biomasas. BCA, BAV y PTP, utilizando
un molino FOSS Cyclotec CT 293 (Figura 4.1.).
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Figura 4.1 Molino Foss cyclotec CT-293.

4.1.1 Caracterizaciones de la biomasa.

Debido al origen de estas biomasas, contiene diferentes compuestos, lignina, celulosa,
hemicelulosa, pigmentos y azucares entre otros. Por lo que requieren ser analizados antes de
los tratamientos para comprobar las diferencias que puedan existir en cada uno de ellos, las
técnicas a utilizar son FTIR, DRX, MEB y DLS.

4.2 Extraccion de celulosa.

Para obtener celulosa de los residuos agroindustriales es necesario eliminar compuestos no

deseados; extraibles, hemicelulosa y lignina.

e Extraibles. Mediante extraccion solido-liquido con un equipo Soxhlet, se extraen por
reflujo constante los compuestos organicos no deseados (grasas, vitaminas liposolubles,
clorofila, pigmentos y azUcares residuales); durante este procedimiento se pesan 10.0 g
de biomasa obtenida de residuos lignoceluldsicos BAV, PTP y BCA, se depositan en un
dedal de celulosa y se afiaden a un matraz que contiene 200 mL de una disolucién de
tolueno (Marca Fermont, 99.5% de pureza) y etanol (Marca Fermont, 99.9% de pureza)
en una proporcion de 1:1, se calienta a 110 °C durante 8 horas; después se lavan las fibras

para eliminar los compuestos residuales y se secan a 60 °C.
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e Deslignificacion. Durante el proceso de deslignificacion se pesan 3.0 g de fibras
previamente tratadas en un equipo Soxhlet, se comienza el proceso de deslignificacion
con agitacién magnética constante, utilizando 100 mL de una disolucion de clorito de
sodio al 2% peso (Sigma Aldrich, 80% de pureza) y 1 mL de acido acético glacial (Marca
Sigma Aldrich , 99.8 % de pureza) a una temperatura de 60 °C, con un tiempo de reaccion
de 2 horas, durante este proceso se observa el cambio de color caracteristico de las fibras
a un color blanco, este cambio de coloracion se debe a la separacion del subproducto
holocelulosa. Se lavan las fibras y secan a 60 °C. La holocelulosa es reconocida como
una mezcla de hemicelulosa y celulosa; por esto, para eliminar la hemicelulosa, que se
caracteriza por una estructura amorfa y una cadena ampliamente ramificada, terminado
este proceso, las muestras se vierten en una disolucion de NaOH de 10% peso, con
agitacion magnética constante durante un periodo de 3 horas, se filtra y lava hasta pH
neutro y se seca a 60 °C.

4.2.1 Caracterizacion de la celulosa

Las caracterizaciones utilizadas para determinar que se esta llevando una metodologia

adecuada en la extraccion de celulosa son las siguientes: FTIR, DRX, MEB y DLS.

4.3 Obtencion y caracterizacion de nanocelulosa.

Los cristales de nanocelulosa se obtienen mediante una disolucion de hidrdlisis &cida, para
este procedimiento se tomaran 1.5 g de celulosa anteriormente extraida de las diferentes
biomasas, se agregaran a una disolucion de H2SOg, al 45, 55y 65% peso (JT Baker, 98.3 %
de pureza) con agitacidn constante a diferentes temperaturas (25, 40, 45 y 50 °C), asi como
tiempos de reaccion de 15, 30 y 60 minutos, como se puede observar en la matriz
experimental de la Tabla 4.1. Posteriormente, la celulosa que se ha hidrolizado, se centrifuga
a 5000 rpm, durante 20 minutos en dos ciclos y se elimina el sobrenadante, esta muestra
hidrolizada se vierte en una membrana de dialisis, para garantizar la eliminacion de particulas
residuales de la hidrolisis acida, durante este proceso se observa que el pH sea estable y

cercano a 7.
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4.3.1 Caracterizacién de la nanocelulosa.

Las caracterizaciones utilizadas para garantizar que se esta obteniendo nanocelulosa son
FTIR, DRX, MEB, DLSy TGA

4.3.2 Rendimiento

Es importante calcular el rendimiento de la nanocelulosa e hidrogeles obtenidos, ya que
permite evaluar el porcentaje obtenido durante los diversos tratamientos de sintesis y su

valoracion para un escalamiento real, durante este procedimiento se utiliza la ecuacién 1.

Rendimiento (%) = Ricta=Rpmat (Ec. 1)

Rinicial
Donde:
Rendimiento (%) es el porcentaje de nanocelulosa obtenido.
R inicial €S €l peso inicial.
R final COrresponde al peso final.

4.4 Matriz experimental para la obtencion de nanocelulosa.

La matriz experimental propuesta para la extraccion de nanocelulosa obtenida de residuos
agroindustriales, nos permite conocer el comportamiento de las variables de concentracion,
tiempo de reaccidn y temperatura de las diferentes biomasas obtenidas de los residuos
lignocelul6sico y su interaccion con el tamafio de particulas y cristalinidad de la nanocelulosa

obtenida de estos remanentes para su aplicacion en la sintesis de hidrogeles.

Para la identificacion de cada uno de los tratamientos se utilizar4 una nomenclatura donde
primero se encuentra la abreviatura de la biomasa en letras mayusculas: bagazo de Aloe vera
(BAV), pseudotallo de platano (PTP) y bagazo de cafa de azucar (BCA), posteriormente la
concentracion del &cido sulfarico (C es la concentracion), seguido del tiempo (t es el tiempo)
y finalmente la temperatura (T es la temperatura), como se observa en la Tabla 4.1 de la

matriz experimental propuesta para la extraccion de nanocelulosa.
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Se realizara una seleccion de nanocelulosa extraida de los residuos agroindustriales,
basandose en los resultados obtenidos en las caracterizaciones, principalmente su indice de
cristalinidad. Estas muestras seleccionadas se emplearan en la sintesis de hidrogeles.

Tabla 4.1 Matriz experimental para la obtencion de nanocelulosa de las diferentes

biomasas.
Muestra BAV PTP BCA
Concentracion 45% peso de H2SO4
Temperatura Tiempo (min) Tiempo (min) Tiempo (min)
(°C) 30 60 30 60 30 60
25 BAVCustzoTos BAVCasteoTos PTPCastzoTos PTPCasteoTos  BCACastzoTos  BCACusteoT2s
40 BAVCustzoTso BAVCusteoTso  PTPCuastzoTso  PTPCuasteoTso  BCACastznTso  BCACusteoT 40
45 BAVCustzoTss  BAVCusteoTss  PTPCuastzoTsas  PTPCasteoTss  BCACastzoTss  BCACusteoTss
50 BAVCustzpTsg)  BAVCusteoTso  PTPCastzoTso  PTPCusteoTso  BCACastzoTso  BCACusteoTso
Concentracion 55% peso de H2SO4
30 60 30 60 30 60
25 BAVCsstzoTos BAVCssteoT2s PTPCsstagTos PTPCssteoTos  BCACsstsoTos  BCACsstso T 25
40 BAVCsstzpTso  BAVCssteoTao  PTPCsstagT40 PTPCssteoTao BCACsstsgTao  BCACsstso T 40
45 BAVCsstzoTss  BAVCssteoTas  PTPCsstagTas PTPCssteoTas  BCACsstsoTas  BCACsstso T4s
50 BAVCsstzpTso  BAVCssteolso  PTPCsstag I'so PTPCssteoTso  BCACsstsgTso  BCACsstso I's0
Concentracion 65% peso de H2SO4
15 15 15
25 BAVCestlisTos  BAVCestsoT2s PTPCestisT25 BCACesti5T2s5

4.5 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata (NPsAQ).

Para la generacion de nanoparticulas de plata, se utilizara una sintesis verde, la cual consiste
en utilizar hojas de la planta de guanabana (Annona muricata), como se muestran en la Figura

4.2, estas se secan a temperatura ambiente y pulverizan; se afiadiran 6.0 g en 100 mL de agua,
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se usara agitacion magnetica durante un periodo de 2 h a 40 °C, se enfria a temperatura

ambiente y se filtra para obtener el extracto acuoso.

Figura 4.2 Hojas de guanabana (Annona muricata).

Para la sintesis de NPsAg, primeramente, se preparan soluciones de AgNOs a diferentes
concentraciones, 1, 2 y 3 mM, después a 40 mL de AgNOg, se le afiade 1 mL de extracto
acuoso de hoja de Annona muricata, a temperatura ambiente con agitacion continua, durante
30 minutos, el color marrédn de la solucién confirma la formacién de nanoparticulas de plata,

posteriormente se deja reposar durante 24 horas y la coloracién se torna de color negro.

Las nanoparticulas se purificaran, para separar los compuestos no deseados o reacciones
secundarias, mediante centrifugacién a 6000 rpm durante 10 min y se lavan con agua

desionizada hasta observar un cambio de coloracion rojiza.

45.1 Caracterizacion de NPsAg

Las caracterizaciones utilizadas para determinar el tamafio, y morfologia de las NPsAg son:
DRX, MET y DLS, asi mismo se usara la técnica de FTIR, para observar los grupos
funcionales del extracto acuoso que interactdan con las NPsAg.

4.6 Sintesis y caracterizacion de hidrogeles

Para la sintesis de hidrogeles se disuelve el quitosano (Sigma Aldrich, peso molecular medio)
en acido acético glacial al 2 % peso, se agita durante 24 h; la nanocelulosa se disuelve en una

solucion reticulante de &cido citrico 0.5 molar, durante 3 h, antes de cumplirse las 24 h del
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quitosano; posteriormente, al cumplirse el tiempo establecido del quitosano, se afiade la
solucidn de &cido citrico con nanocelulosa, se agita durante 24 h, se vierte en los moldes y se
secaa 35y 45 °C.

4.7 Matriz experimental de hidrogeles.

Para el desarrollo de hidrogeles de quitosano, celulosa y NPsAg se utilizaran las siguientes
relaciones de quitosano y nanocelulosa, como se muestra en la Tabla 4.2 para determinar las

mejores propiedades.

Tabla 4.2 Relacion de quitosano/celulosa en la sintesis de hidrogeles.

% peso
CELULOSA QUITOSANO
1 1
1 15
1 2

4.8 Técnicas de caracterizacion empleadas.

Con los diferentes procedimientos, métodos y biomasas se realizaron las siguientes
caracterizaciones para evaluar la calidad de los cristales de celulosa y nanocelulosa extraida, asi
como la sintesis de nanoparticulas de plata y de hidrogeles. Las cuales nos permiten evaluar las
propiedades fisicas, quimicas y morfolégicas en las diferentes etapas de los procesos para la

obtencion de hidrogeles.

4.8.1 Microscopia electronica de barrido (MEB).

Esta técnica de caracterizacion se utiliza para determinar las dimensiones y morfologia de la
celulosa, nanocelulosa e hidrogeles, durante los diversos tratamientos. En este proyecto se
utiliz6 un microscopio electrénico de barrido (SEM, JEOL JSM-6010LA y HITACHI SU-
3500), Figura 4.3, aplicando un voltaje de aceleracion de 20 kV, electrones retro dispersados
y a diferentes aumentos. Este equipo utiliza un haz de electrones y la muestra generalmente

es cubierta por una fina capa de carbon o de un metal como el oro para proporcionar
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propiedades conductoras a la muestra, esta muestra es barrida con los electrones acelerados
que viajan a través del cafion, ocasionando diversos tipos de sefiales, como electrones
secundarios, retro dispersados, auger, absorbidos y rayos X. Los electrones secundarios son
aquellos que emergen de la superficie de la muestra con una energia inferior a 50 eV vy el

retro dispersado es el que lo hace con una energia mayor.

Figura 4.3 Microscopio electrénico de barrido.

4.8.2 Microscopia electronica de transmision (MET).

Esta técnica utiliza un haz de electrones suficientemente acelerado, cuando colisiona con una
muestra, son dispersados selectivamente, es decir, algunos electrones la atraviesan
directamente y otros son totalmente desviados, esta capacidad de dispersion va a depender
de las distintas estructuras atdmicas de la muestra. Todos ellos son conducidos y modulados
por unas lentes electromagnéticas desviando las trayectorias seguidas por los electrones en
el vacio, Figura 4.4. Los aumentos en este tipo de lentes se obtienen modificando la
intensidad de la corriente para aumentar el campo de fuerza de la lente electromagnética que
se hace pasar por las bobinas que conforman las lentes, provocando un aumento del campo
de fuerza, por tanto, un desvio mayor o menor del haz de electrones. Este equipo se utiliza
especialmente para la caracterizacion de las nanoparticulas de plata, la cual permitira conocer

su planos cristalograficos y dispersion de nanoparticulas.
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Figura 4.4 Microscopio electrénico de transmision.

4.8.3 Difraccion de rayos X (DRX).

Técnica de caracterizacion estructural, se utiliza para determinar el indice de cristalinidad y
tamafo de cristal de los materiales celuldsicos obtenidos después de cada uno de los
tratamientos, asi como determinar los cambios cristalograficos en los diferentes tratamientos.
Esta técnica se fundamenta en la interaccion de la estructura cristalina de un soélido que
consiste en la repeticion periddica de los &tomos o moléculas que forman este solido en las
tres direcciones del espacio con una fuente de rayos X. Se identifican las estructuras
cristalinas de la biomasa, celulosa, nanocelulosa, nanoparticulas de plata e hidrogeles
después de los diversos tratamientos con un difractometro de rayos X, radiaciéon Cu Ka (A =
0.15405 nm), en un intervalo 20 de 6°-40°, con una velocidad de escaneo de 1° min™ (Figura
4.5)

Figura 4.5 Difractdmetro de rayos X
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Tamario de cristalita. Para calcular su tamafio se utilizo la ecuacion de Scherrer, la ecuacion
2, relaciona la anchura de las sefiales en el difractograma, con el tamafio de los cristales de
celulosa, se sabe que la celulosa no se encuentra de forma esférica, pero se tomard como

referencia el valor de particulas esféricas.

L - Tamafrio de cristalita (A)

k = 0.9 (particulas esféricas)

A - Longitud de onda de rayos X (A)

B - FWHM (Full Width at Half Maximum), ancho medio de la sefial

0 - posicion angular de sefiales DRX, mitad de 26 (radianes).

Indice de cristalinidad (IC); para su determinacion se utiliza el método de Segal, el cual ha
sido utilizado comdnmente en residuos lignocelulésicos y se toman los dos componentes de

la celulosa, regién amorfa y region cristalina, utilizando la ecuacion 2:

% 1C=1-(sefial amorfa) / (Sefial cristalina) X 100.............ccceviiiiiiiiiiiiiiennen, (Ec.3)

Donde la sefial amorfa corresponde a 18° en 26 de la celulosa | o bien de 16° en 260 de la

celulosa Il e intensidad méaxima.

4.8.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Esta técnica se utiliza para determinar las interacciones de grupos funcionales, se examinan
cada uno de los materiales lignocelulésicos obtenidos en cada fase o etapa del proceso de
obtencion de celulosa, nanocelulosa, nanoparticulas de plata e hidrogeles, para conocer el
tipo de interacciones durante cada proceso, esta caracterizacion se realiza en un equipo
Espectrometro Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR, Figura 4.6, en un el intervalo de 4000 a
500 cm . Esta técnica espectroscopica se fundamenta en la absorcion de luz infrarroja. Una
molécula absorbe la energia de un haz de luz infrarroja esta energia, permite una transicion
vibracional, la molécula pasa de un estado de vibracion o rotacion a otro en dependencia de

la energia absorbida de la radiacion infrarroja.
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La luz emitida por una fuente que produce todo el espectro completo de longitudes de onda,
se hace pasar por un dispositivo llamado Interferometro el cual modifica la luz de una manera
particular que permite el consiguiente procesado de datos. El haz de luz atraviesa la muestra
y esta absorbe parte de la energia. un detector recibe el haz de luz que deja pasar la muestra
y lo envia a un ordenador donde se procesa toda la informacion, correspondiente a cada

longitud de onda y genera un espectro.
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Figura 4.6 Espectrofotometro de infrarrojo (IR).

Se realizaron andlisis FTIR para identificar los grupos funcionales de las materias primas, la
celulosa extraida y los hidrogeles sintetizados utilizando un espectrometro (Perkin Elmer
Spectrum 100 FTIR) en el intervalo de 4000 a 500 cm™. Para confirmar la energia y la
distancia de los enlaces de hidrogeno, se utilizd la ecuacion 4, descrita previamente [101,
102].

En esta formula,
Vo es la frecuencia estandar de los grupos OH a 3650 cm™
v es la frecuencia de estiramiento de los grupos OH enlazados

k se obtiene a partir de la constante % = 2.65 x 10? enkJ

De forma similar, las distancias de enlace de hidrégeno se calcularon mediante la ecuacion
5, ecuacion de Sederholm [103]:

Av (em™) = 4.43 X 103(2.84 —R)..oovvviiiiiiiieeeeeee, (Ec 5)
En este caso, Av es la frecuencia de estiramiento del OH monomérico (vo — v) ubicada a
3600 cm™
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R es la distancia de enlace de hidrégeno.

El estudio se complementd con un analisis espectral de segunda derivada, asignando hasta
cinco bandas a diferentes vibraciones de enlace de hidrdgeno, analizando la region de 3000
a 3700 cm™. Todos los picos se analizaron en las areas de base de los picos y se considero

un buen resultado cuando r: fue mayor que 0.99.

4.8.5 Dispersion dinamica de luz (DLS).

Es una técnica utilizada para caracterizar el tamafio de las particulas en suspensiones y
emulsiones, se basa en el movimiento browniano de las particulas, donde las particulas mas
pequefias se mueven mas rapido, mientras que las mas grandes se mueven mas lentamente
en un liquido, la luz dispersada contiene informacion sobre la velocidad de difusion, por
tanto, sobre la distribucion del tamafio, permite el analisis de particulas en un rango de
tamarfio de 0.3 a 10000 nm.

Formula de calculo del tamafio de las particulas de la técnica de DLS
Los coeficientes de difusion (D) de las particulas son inversamente proporcionales al tamafio

(dp, diametro hidrodindmico) de las particulas segun la relacion Stokes-Einstein.

Donde:

k es la constante de Boltzmann.
Tes la temperatura.

n es la viscosidad.

Para determinar con exactitud el tamafio de las particulas, es necesario conocer el valor

preciso del parametro T (temperatura) y 1 (viscosidad) del liquido, ecuacion 6.

Mediante esta técnica se logra obtener un promedio del didmetro hidrodinamico de las
particulas de nanocelulosa extraidas de las diferentes biomasas y de las nanoparticulas de
plata mediante dispersion dinamica de luz (DLS), utilizando un equipo Litesizer 500 (Anton

Paar, Particle Analyzer), Figura 4.7.
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Figura 4.7 Equipo de dispersion dindmica de luz (DLS).

4.8.6 Evaluacion de la porosidad

La porosidad de todos los hidrogeles se determiné mediante analisis SEM con el software
Image J. La medicion consistio en el &rea total ocupada por el poro en el hidrogel y en el area
total ocupada por el hidrogel. El porcentaje de porosidad se determind mediante la ecuacion
7:

area de poro

Porosidad (%) =

area total de la muestra

4.8.7 Determinacion de fraccion gel.

Se realizan ensayos de determinacion de fraccion gel, de los hidrogeles de celulosa, quitosano
y nanoparticulas de plata, durante este proceso los hidrogeles se secan en una estufa a 35 °C,
hasta obtener un peso constante, después se hidratan en agua destilada durante un periodo de
5 dias, posteriormente, las muestras se secan nuevamente a 35 °C, hasta llegar a un peso
constante. La fraccion gel se determina relacionando el peso del hidrogel seco, antes y

después de ser sumergidos en agua, esto se expresa en la ecuacion 8 [104]

Donde: Fraccién gel (%) = 22 X 100 (Ec 8)
H1= Hidrogel seco a peso constante Hz
H2= Hidrogel hidratado/seco a peso

constante.
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4.8.8 Determinacion del comportamiento de hinchamiento.

Este parametro permite conocer el hinchamiento del hidrogel en agua y en una solucién salina
amortiguadora de fosfatos, la cual es cominmente empleada para procedimientos quimicos,
su osmolaridad y concentracion de iones (CI, Na*y K*) es muy similar a la del liquido
extracelular de mamiferos y es por eso su determinacion en los hidrogeles, que serviran de
apositos. Se utiliza una superficie de hidrogel de 1x1 cm?, se toma su peso inicial en estado
seco, se sumerge en agua o solucion bufer fosfatos con diferente pH a temperatura ambiente,
se registra el peso del hidrogel hinchado en diversos intervalos de tiempo, la relacion de

hinchamiento se calcula usando la ecuacion 9

Donde:

, . Hi—Hs
Hs es el peso inicial del hidrogel. % Hinchamiento = T X100...........(Ec9)

Hi es el peso de hidrogel hinchado.

4.8.9 Andlisis termogravimétrico.

Se investigo el comportamiento de degradacion térmica de los hidrogeles de celulosa con un
instrumento TGA (SDT 249 Q600 V20.9 Build 20). El intervalo de temperatura aplicado fue
de 30 a 500 °C en una atmosfera inerte (gas nitrogeno a 250 °C) con una velocidad de

calentamiento de 10 °C min™.

4.8.10 Ensayo de propiedades mecéanicas.

Las propiedades mecéanicas de los hidrogeles preparados, junto con un hidrogel comercial
utilizado como referencia, se evaluaron mediante ensayos de tension, a partir de los cuales
se generaron curvas de esfuerzo-deformacion. Las propiedades de tension consideradas
relevantes para la evaluacion de estos materiales fueron la resistencia a la traccién (esfuerzo

maximo) y la deformacion en el punto de carga maxima.

Para este analisis, los hidrogeles se fabricaron en forma de peliculas. Las muestras utilizadas

en las pruebas consistieron en tiras con un ancho promedio de 13.2 mm, un espesor de 1.14
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mm y una longitud de referencia de aproximadamente 15.3 mm. Los ensayos se realizaron a
una velocidad de 3 mm/min hasta la fractura, utilizando una maquina de ensayos universal
INSTRON 3365 y el software Bluehill Universal para la adquisicion de datos (Figura 4.8).
Los datos de carga y elongacion se transfirieron al software OriginPro 9.0 para generar las
curvas de esfuerzo & deformaciones correspondientes a cada muestra. El esfuerzo (o) se
calcul6 como la fuerza (F) dividida por el area de la seccion transversal inicial (Ao), es decir,
o =F / Ao. Dado que el hidrogel experimenta una deformacion significativa durante la prueba,

el area de la seccion transversal disminuye a medida que la muestra se estira.

La deformacion (g) se determiné mediante la relacion € = AL/Lo, donde Lo es la longitud
inicial calibrada y AL es el cambio en longitud (L-Lo). La resistencia a la traccion se definio
como el esfuerzo maximo alcanzado antes de la fractura, mientras que la deformacion en ese
punto se consider6 como la deformacion a carga maxima. Ademas, el porcentaje de
elongacion a larotura (% EL), que refleja la ductilidad del material, se calculé con la ecuacién
10:

06 EL=(LL0) /L0 v eeeee oo (Ec 10)

Donde:
Lo es la longitud inicial
Lf es la longitud final en el momento de la fractura.

T

Figura 4.8 Sistema de ensayos de tension para pruebas mecéanicas.
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4.8.11 Evaluacién antibacteriana.

La capacidad antibacteriana de los hidrogeles de nanocelulosa, quitosano y nanoparticulas
de plata se determina por la técnica de formacién de halo de inhibicion, difusion en agar
(Técnica de Bauer & Kirby). Esta técnica, es cualitativa y sus resultados se pueden interpretar
unicamente como sensible, intermedio o resistente, estd disefiada especificamente para
bacterias de crecimiento rapido y de resistencia antibacteriana como, los Staphylococcus sp.
o los integrantes de la familia Enterobacteriaceae. EI medio de cultivo utilizado cominmente
es el agar Mueller-Hinton, el cual posee una concentracion baja de iones divalentes y debe
ser suplementado para obtener concentraciones fisiologicas (20 a 35 pg/L de Mg?+ y 50 a
100 pg/L Ca?"). Este medio es el recomendado por la CLSI (Clinical Laboratory Standards
Institute) porque permite el crecimiento de una amplia variedad de bacterias debido a sus
propiedades 6ptimas para su crecimiento y la difusion de los antimicrobianos, ademaés facilita
la lectura de las zonas de inhibicion. Para la determinacién del antibiograma disco placa en

Staphylococcus aureus utilizamos el siguiente procedimiento:

Preparacion del inoculo: En diez tubos de ensayo de 18 x 150 mm, se colocan 7 mL de
caldo de soya tripticasa. Después de realizar el proceso de esterilizacion, se toma con un asa
bacteriana de la placa de cultivo de Staphylococcus aureus entre 3 'y 5 colonias y se siembra
en tres tubos con medio liquido. Estos tubos se incuban durante 24 horas a 35 °C. Al finalizar
el periodo de incubacion, el inéculo bacteriano se ajusta a una turbidez equivalente al
estandar 0.5 de McFarland. Si la turbidez es superior, se realiza el ajuste necesario afiadiendo

suero salino estéril.

Inoculacion de las placas: Una vez ajustado el indculo, se introduce un hisopo en la
suspension y al retirarlo, se rota varias veces contra la pared del tubo por encima del nivel
del liquido para eliminar el exceso de indculo (Figura 4.9). Luego, se inoculan las placas de
Mueller-Hinton, asegurandose de cubrir toda la superficie sin dejar zonas libres. Esto se logra
deslizando el hisopo en forma de estrias por la superficie del agar en tres direcciones

diferentes, rotando la placa aproximadamente 60° cada vez y finalmente pasandolo por la
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periferia del agar para obtener una siembra uniforme. La placa se deja secar durante 3 a 5

minutos antes de depositar los discos de hidrogel.

Figura 4.9 Método de siembra por estria, rotacion de 60°.

Dispensacion de los discos de hidrogel: Los hidrogeles se cortaron previamente en discos
con un diametro aproximado de 6 mm y se esterilizaron a 120 °C durante 3 horas. Durante
la siembra, los discos se colocan dentro de la caja Petri y se presionan ligeramente para
asegurar un contacto perfecto con la superficie del agar. Deben colocarse a no menos de 15
mm del borde de la placa y distribuirse de manera que no se sobrepongan los halos de
inhibicién. Finalmente, las placas se incuban invertidas a 35 °C durante 24 horas,

posteriormente se realiza la medicion de los halos para verificar su eficacia.
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Capitulo

5.Analisis y resultados.

Para la sintesis de apoésitos de hidrogel de nanocelulosa, quitosano y nanoparticulas de plata
con propiedades antimicrobianas, se realizé la metodologia descrita en el capitulo anterior y

se obtuvieron los siguientes resultados.

5.1 Recoleccidony pretratamiento de residuos agroindustriales

Las fibras agroindustriales se obtuvieron siguiendo la metodologia previamente descrita. En
el caso del pseudotallo de platano, éste se limpié adecuadamente (ver Figura 5.1) la fibra del
pseudotallo se cortd en trozos pequefios y se seco a 50 °C. Sin embargo, este proceso resultd
ineficiente debido al alto contenido de humedad del material, que provoco la liberacién de
una gran cantidad de agua. Por lo que para mejorar la eficiencia, se incrementé la temperatura
a 100 °C y se mantuvo durante 72 horas. Posteriormente, se implementd otra técnica de
molienda utilizando una licuadora convencional, seguida de un secado a 105 °C durante 48

horas. Este método de secado fue mucho mas eficiente (ver Figura 5.2).

Figura 5.1 Proceso para la obtencion de fibras de pseudotallo de platano (Musa
paradisiaca), a) pseudotallo de platano, b) corte horizontal y transversal y ¢) obtencién de
fibras.
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Figura 5.2 Fibras de pseudotallo de platano obtenidas durante los procesos de secado, a)
proceso ineficiente, b) proceso eficiente.

El tratamiento del bagazo de cafia de azucar fue el mencionado en la metodologia anterior,
en la Figura 5.3, se observan las fibras de bagazo después de haber pasado por el proceso de

limpieza y secado.

Figura 5.3 Bagazo de cafia de azUcar.

Asi mismo el bagazo de Aloe vera también sigui6 el mismo procedimiento, en la Figura 5.4,
se observa el tratamiento del bagazo de Aloe vera para la extraccion de gel y utilizacion de

bagazo.

Figura 5.4 Proceso de obtencion de fibras de Aloe vera; a-b) lavado de hojas, ¢) extraccion
de gel de Aloe vera, d) bagazo molido y ¢) obtencion de particulas de 500 mp.
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Después de obtener las fibras de cada uno, éstas se trituraron para obtener un tamafio de
particula de 500 pum. Las cuales se presentan en la Figura 5.5, donde se observan las

diferentes biomasas que seran utilizadas para la extraccion de nanocelulosa.

Figura 5.5 Biomasas; a) pseudotallo de platano, b) bagazo de Aloe vera, ¢) bagazo de cafia
de azUcar.

5.1.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Las fibras al ser obtenidas de residuos, sus principales constituyentes poliméricos son:
celulosa, hemicelulosa y lignina, por lo que los grupos funcionales presentes en la estructura
quimica de estos tres materiales son alcoholes, acidos carboxilicos alcanos, ésteres,
compuestos aromaticos, cetonas y aldehidos, como se observa en la Figura 5.6. La
identificacion de grupos funcionales es crucial para entender su naturaleza quimica, su
conversion y potencial aplicacion en el desarrollo de nuevos materiales como lo son los

hidrogeles.

Los grupos funcionales presentes en los residuos se identificaron mediante analisis de FTIR.
Los diferentes espectros se muestran en la Figura 5.7; fibra sin tratamiento de BAV, BCA 'y
PTP. Estos residuos, presentan principalmente 2 regiones de intervalos de sefiales de
absorcion dentro de las cuales se pueden observar ligeros desplazamientos en los diferentes
nimero onda; la primera se encuentra de 3500 a 2800 cm™ y la segunda de 1750 a 500 cm™?,

como se puede observar en la Tabla 5.1 [26, 105-110].
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Figura 5.6 Estructura quimica, a) celulosa, b) hemicelulosa y c) lignina.

En la primera region se observan cuatro bandas en los intervalos de 3329 cm™, a ésta se le
atribuye la vibracién de estiramiento grupos OH de las moléculas de agua y celulosa, en las
sefiales de 2976, 2917 y 2841 cm™, corresponden a estiramientos de tipo simétricos y
asimétricos de los grupos CH caracteristicos de las fibras. La segunda region presentan
variacion en la intensidad de las sefiales para las diferentes biomasas; la banda de sefial de
absorcion de 1730 cm se atribuye a los grupos C-O 'y C=0 de los grupos ésteres acetilicos
y urdnicos pertenecientes a la pectina, la hemicelulosa o a los ésteres y enlaces carboxilo de
la lignina, estas sefiales se pueden observar en BAV y BCA, las sefiales que se encuentran a
1602 cm™ indican vibracion de estiramiento simétrico del C=C del anillo aromatico presente
en la lignina, en BCA se presenta con menor intensidad; sin embargo, dentro del espectro de
PTP y BAYV se pueden observar con mayor intensidad, BCA presenta 2 sefiales que no se
encuentran en BAV y PTP, en la sefial de 1510 cm™ de esta biomasa, corresponde al
estiramiento de C=C de anillos aromaticos presentes en la lignina y la sefial presente en el

intervalo de 1465 cm™ corresponde a la flexion asimétrica de CH, y CHz de la hemicelulosa.
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Figura 5.7 Espectro de FTIR de las fibras de biomasa sin tratamiento.

El grupo CH: asimétrico presente en la zona amorfa de celulosa | se localiza en la banda de
absorcion de 1417 cm™ en las biomasas BAV y BCA, la banda en la sefial de absorcion a
1377 cm™ corresponde a las vibraciones de flexion de los grupos de CO y CHs
correspondiente a la zona amorfa de la celulosa presente en las tres fibras donde se puede
observar con mayor intensidad en la fibra PTP, las sefiales en las bandas de absorcién de
1310 cm™ con ligeros desplazamientos a 1314 cm™ se observa en las tres fibras, con mayor
intensidad en PTP y se debe a las vibraciones de CH> de la celulosa, las sefales de 1258 y
1245 cm™ pertenecen a la vibracion de C-O en anillo guayacol perteneciente a la lignina
presentes en BAV y BCA, las bandas de absorcion en alrededor de 1160 y 1108 cm™
presentan vibraciones de estiramiento asimétrico de C-O-C en la asociacion de las bandas de
las moléculas de absorcion de la celulosa y hemicelulosa, las bandas de mayor intensidad en
los espectros de las 3 fibras presentan sefiales en intervalos de 1033 a 1020 cm™ las cuales se
atribuyen a las vibraciones de C-O en grupo éster en metoxilos y enlaces Peta-O-4 en
unidades de guayacol que corresponden a la lignina, la sefial presente en 949 cm de la fibra
de BAV es una deformacion del OH fuera del plano de los acidos carboxilicos, las sefiales
de las 3 biomasas en los intervalos de 900-897 cm* corresponde a la vibracion y estiramiento
de C-O-C en celulosa. La banda de absorcion en 826 cm™ es una flexion de CH fuera del
plano de unidades de guayacol en lignina, la sefial 782 cm™ presenta vibracion de

estiramiento C-C del anillo de piranosa perteneciente a la lignina sefial del espectro de PTP.
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Tabla 5.1 Asignacién de grupos funcionales en las bandas de absorcion de los espectros de
FTIR de las biomasas obtenidas de residuos agroindustriales.

] Biomasa
Nume(r:tr)nc_ile onda Asignacién de grupo funcional.
BAV BCA PTP

Vibracion de estiramiento del OH enlace

3329 intermolecular del hidrégeno de agua y de la * * *
celulosa 37
2976 Estiramiento de CH en grupos CHs y CH,?® * * *
2917 Estiramiento asimétrico de CH; en la celulosa ’ * * *
2841 Estiramiento simétrico del CH; en celulosa ’ * * *
C-Oy C=0 de los grupos ésteres acetilicos y
1730 urénicos pertenecientes a la pectina, la - *
hemicelulosa o0 a los ésteres y enlaces carboxilo de
la lignina 34¢
vibracion de estiramiento simétrico del C=C
1602 aromatico o anillo aromético presente en la lignina * * *
3,6
1510 Estiramiento de C=C de anillos aromaticos en la *
lignina 234
1465 Flexion asimétrica de CH, y CHs en hemicelulosa 2 *
1427 grupo CH2 asimétrico presentes en la zona amorfa * *
de celulosa | 24®
1377 vibraciones_ de flexion de los grupos de CO y CHs * * *
correspondiente a la zona amorfa de la celulosa 28
1310-1314 Vibracion de CH- de la celulosa °® * * *
1258 vibracién de C-O en a_nill_o guayacol perteneciente * *
a la lignina 234
1160 estiramiento asimétrico y simétrico de C-O-C en * * *
celulosa y hemicelulosa 237
1108 vibraciones de estiramiento de C-O-C de enlaces - * *

glicosidicos de xilanos presentes en la lignina 2

vibraciones de C-O en grupo éster en metoxilos y
1033-1020 enlaces 3-O-4 en unidades de guayacol * * *
perteneciente a la lignina 3

Deformacion del OH fuera del plano de los acidos *
carboxilicos 2

tAlimohammadzadeh et al., 2022; 2Cardenas et al., 2020; 3Gonultas et al., 2018; *“Macias et al., 2020; 5Ng L et
al., 2021; 8Shrestha et al., 2021; "Wahib et al., 2022

949
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5.1.2 Difraccién de rayos X (DRX).

Mediante DRX se analizaron las estructuras cristalinas de los residuos BAV, PTP y BCA,
sin tratamiento, ver Figura 5.8, como se ha mencionado la celulosa presenta polimorfos los
cuales fueron identificados con las cartas cristalograficas PDF # 00-56-1719, 00-56-1718 y
00-56-1717, para celulosa | alfa, beta y Il, respectivamente. En la Figura 5.8a se puede
observar en BCA sin tratamiento la presencia de Unicamente celulosas alfa, con los planos
(0-11) y (110) correspondiente a los angulos 20 de 16.81 y 22.34, respectivamente. Para el
PTP, en la Figura 5.8b, corresponde a una mezcla de celulosa | alfa, beta y Il. En el

difractograma de BAYV, corresponde a una mezcla de celulosa | beta y celulosa Il (Figura
5.8¢).

Intensidad (u.a)

5 10 15 30 35 40

20 25
20 (arados)

Figura 5.8 Difractograma de biomasas lignoceluldsicas a) bagazo de cafia de azlcar, b)
pseudotallo de platano, ¢) bagazo de Aloe vera.

5.1.3 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Se realiz6 un analisis morfologico de las fibras de las biomasas. En la Figura 5.9, se observan
las fibras, obtenidas durante el proceso de molienda para la obtencion de fibras con tamarfios
menores a 500 um. En las fibras de bagazo de la cafia de azUcar se pueden observar cortes
longitudinales y transversales realizados durante dicho proceso, en la Figura 5.9 a-b, se
logran apreciar los haces vasculares constituidos por el xilema y floema de la cafia de azlcar;
también, se pueden identificar células del parénquima, colénquima y esclerénquima que

constituyen los tejidos de sostén y brindan una resistencia mecanica a esta planta [111-113];
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el pseudotallo de platano, representado por las Figuras 5.9 c-d, se pueden observar las fibras
de haz vascular, asi mismo se muestran células caracteristicas de la epidermis tejido de
proteccion del pseudotallo de platano que se encuentra en contacto con el ambiente externo,
ademas también se observan haces vasculares y complejos celulares que constituyen los
tejidos vasculares y de sostén del pseudotallo de platano [112]; el bagazo de Aloe vera esta
constituido principalmente por el exocarpio o corteza, cubierta por una fina cuticula, en las
micrografias de las Figuras 5.9 e-f se pueden encontrar células pertenecientes a la epidermis

y parénquima.

Figura 5.9 Micrografias de las biomasas, a-b) bagazo de cafia de azucar, c-d) pseudotallo de
platano, e-f) bagazo de Aloe vera.
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5.2 Obtencion de celulosa.

Durante el proceso de extraccion de celulosa, los compuestos no deseados fueron eliminados
mediante una extraccion Soxhlet. Posteriormente, se llevo a cabo el blanqueamiento de las
fibras utilizando clorito de sodio y &cido acético. Este tratamiento no fue igualmente efectivo
para las tres biomasas analizadas. En particular, la biomasa BCA presentd una coloracion
beige persistente, lo que evidencié una mayor resistencia al proceso de blanqueamiento. Esta
diferencia se atribuye a un contenido mas elevado de lignina y otros compuestos fenélicos
en su composicion original, que dificultan la remocién completa de los componentes no
celulésicos. Como consecuencia, fue necesario prolongar el tiempo de reaccion en BCA para
favorecer la oxidacién y solubilizacidn de estos compuestos residuales, logrando asi una fibra
con una tonalidad més clara y uniforme. Este comportamiento diferencial se puede observar

en la Figura 5.10, correspondiente al proceso de extraccion de la celulosa.

EXTRACCION DE CELULOSA

Pretratamiento de biomasa

Deslignificacion

Eliminacién
Hemicelulosa.

Celulosa
Extraccion Soxhlet :
Eliminacion de ceras,
azucares residuales y
grasas.

Biomasa

Figura 5.10 Proceso de blanqueamiento y extraccion de celulosa.
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5.2.1 Rendimiento de celulosa.

A las fibras obtenidas de los residuos agroindustriales de PTP, BCA 'y BAV se les determind
el rendimiento con la ecuacion 1, después de los tratamientos para la eliminacion de
compuestos no deseados, lignina y hemicelulosa, mediante los tratamientos de
blangueamiento e hidrolisis alcalina, la Tabla 5.2 muestra los rendimientos obtenidos en cada
etapa del tratamiento. En la etapa de eliminacion de compuestos no deseados, PTP presento
el mayor rendimiento con un valor de 92.11 + 2.78 %, seguido por BCA 89.16 + 343 % y
BAV con 83.36 + 10.15 %. Durante el blanqueamiento, PTP también mostré el mayor
rendimiento que fue de 89.91 + 0.87 %, mientras que BCA tuvo un valor intermedio 82.39 +
0.31 %, lo que indica cierta resistencia a la remocion completa de lignina. Finalmente, en la
obtencion de celulosa, PTP logrd el mayor rendimiento 64.31 £+ 0.16 %, seguido por BAV
50.05+0.15% y BCA 41.75 £ 0.08 %, lo que sugiere que BCA posee una mayor proporcion
de componentes lignoceluldsicos dificiles de eliminar, los cuales afectan negativamente la

eficiencia global del proceso.

Tabla 5.2 Rendimiento de los cristales de celulosa obtenida de las diferentes biomasas

RENDIMIENTO

Biomasa Compuestos no Blanqueamiento Celulosa
deseados (%) (%) (%)
BAV 83.36 + 10.15 78.85+0.03 50.05 £ 0.15
PTP 92.11+2.78 89.91 + 0.87 64.31 £ 0.16
BCA 89.16 + 3.43 82.39+0.31 41.75 £ 0.08

5.2.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

En la Figura 5.11, se presentan los espectros correspondientes a las biomasas sin tratamiento
(ST), blanqueamiento (BL) e hidrdlisis alcalina (HA). Se observaron cambios significativos
en algunas sefiales tras la aplicacion del blanqueamiento de NaClO2, siendo particularmente
notable la banda en la region de 3329 cm, en la cual se observa un cambio muy marcado en
su intensidad en las fibras de BAV y PTP. Esta variacion también fue evidente en la
intensidad de la sefial con el tratamiento hidrdlisis alcalina con NaOH al 10% peso, los cuales

se atribuyen a la presencia de grupos hidroxilo (-OH) provenientes del agua y de la celulosa,
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la sefial de 1730 cm™ presenta un ligero cambio en BCA, la cual incrementa con el
tratamiento de BL, pero vuelve a disminuir con el tratamiento HA. Este comportamiento se
atribuye a los grupos funcionales presentes en la lignina. Asimismo, la vibracion de
estiramiento de C=C del BL y HA de PTP y BCA se ve afectada en la intensidad durante sus
diferentes tratamientos. Por otro lado, la sefial que se observa a 1417 cm™ caracteristica de la
celulosa se intensifica después de los tratamientos de blanqueamiento e hidrolisis alcalina en
BAV. En contraste las sefiales en 1377 y 1310 cm™ asociadas a las vibraciones de
estiramiento de los grupos CO, CHsy CH2 mostraron una disminucion de intensidad en PTP
y BCA después de los tratamientos mencionados, lo que indica modificaciones estructurales

en la region correspondiente a la celulosa.
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Figura 5.11 Espectro de FTIR del proceso de deslignificacion y obtencion de celulosa a)
bagazo de cafia de azlcar, b) pseudotallo de platano y c) bagazo de Aloe Vera.
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Ademas de las sefiales previamente discutidas, se observaron cambios notables en la region
comprendida entre 1033 y 1020 cm™!, correspondiente a una banda ancha comtinmente
asociada con vibraciones de estiramiento de enlaces C—O en polisacaridos. Esta sefial se
mantuvo dentro del mismo intervalo espectral en los tres tipos de fibras agroindustriales
analizadas (BAV, PTP y BCA); sin embargo, se registré6 una ligera disminucion en su
intensidad tras los tratamientos aplicados. Esta reduccion puede atribuirse a una
reconfiguracion estructural del entramado celulésico y a la remocion de hemicelulosas

parcialmente solapadas en dicha region.

De particular interés fue la aparicion marcada de una sefial a 1108 cm™, la cual se relaciona
con los enlaces C-O—C glicosidicos presentes en xilanos, componentes estructurales tipicos
de la hemicelulosa y lignina. La intensificacion de esta banda sugiere una mayor
accesibilidad o exposicion de estos enlaces tras la remocion parcial de la matriz
lignoceluldsica envolvente. Asimismo, se detecté una sefial en 949 cm™, atribuida a grupos
hidroxilo (—OH) pertenecientes a acidos carboxilicos, tipicamente presentes en extractivos y
en componentes solubles derivados de residuos lignocelulosicos. La presencia de esta sefial
podria estar asociada a la liberacidn de acidos organicos o compuestos fenolicos residuales
no completamente eliminados durante los tratamientos. En la region de 900-897 cm™, se
identifico un aumento en la intensidad de la sefial después del tratamiento de blanqueamiento
(BL), seguido de una disminucion gradual tras la hidrolisis alcalina (HA). Esta sefial
corresponde a las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-O-C y CH asociados a los
enlaces B-glicosidicos presentes en la estructura de la celulosa. EI aumento de intensidad
observado tras el BL puede indicar una mayor exposicion de la fraccion celulésica debido a
la eliminacion parcial de ligninay hemicelulosa, mientras que la posterior disminucion podria
estar relacionada con una degradacion parcial de regiones amorfas o con una reorganizacién
hacia estructuras mas cristalinas inducida por la HA. Una sefial localizada en 782 cm™ mostrd
un comportamiento diferente entre las biomasas. En las muestras de BAV y PTP, esta banda
disminuyd progresivamente desde la biomasa sin tratamiento (ST), hasta el blanqueamiento
(BL), volviéndose practicamente imperceptible tras la aplicacién de HA. Este resultado
sugiere la eliminacion efectiva de componentes estructurales especificos o la eliminacion de
enlaces sensibles a tratamientos alcalinos agresivos. En contraste, la sefial correspondiente

en BCA mantuvo una intensidad constante a lo largo de ambos tratamientos, lo que podria
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indicar una mayor estabilidad estructural o una menor susceptibilidad a los procesos de
despolimerizacion en dicha biomasa. La evolucion de estas sefiales en los espectros FTIR
respalda la hipdtesis de una transformacion gradual de las fibras lignoceluldsicas hacia una
estructura mas rica en celulosa'y con menor contenido de lignina, hemicelulosa y extractivos.
Estos hallazgos son similares a otros reportes en la literatura sobre tratamientos quimicos
para la purificacion de celulosa a partir de residuos agroindustriales, la asignacion detallada
de los grupos funcionales mas representativos observados en los espectros puede consultarse
en la Tabla 5.1, la cual sirve como referencia para la interpretacion de las transformaciones

estructurales inducidas por los tratamientos aplicados.

5.2.3 Difraccion de rayos X (DRX).

Mediante el analisis de difraccion de rayos X se evaluaron los cambios estructurales
inducidos por el tratamiento quimico de deslignificacion y posterior obtencién de celulosa a
partir de diferentes biomasas agroindustriales: bagazo de Aloe vera (BAV), pseudotallo de
platano (PTP) y bagazo de cafia de azlcar (BCA). En las Figuras 5.12, 5.13 y 5.14 se
presentan los patrones de difraccion correspondientes a las distintas etapas del proceso de
obtencion de nanocelulosa cristalina (CNC), que incluyen: muestras sin tratamiento (ST),
fibras tratadas mediante deslignificacién (BL) y fibras purificadas ricas en celulosa (HA).

Para la identificacion de las fases polimdrficas presentes en las muestras, se utilizaron las
cartas cristalograficas PDF # 00-561719, 00-561718 y 00-561717. Estas cartas corresponden
a la fase triclinica de la celulosa I alfa, asi como a la fase monoclinica de la celulosa I beta y
la celulosa I, respectivamente. Estas fases son caracteristicas de las distintas formas
alétropas de la celulosa, cuya aparicion depende del tipo de biomasa, del tratamiento quimico
aplicado y del grado de organizacion molecular. Las fibras de BAV, PTP y BCA sin
tratamiento muestran reflexiones correspondientes a tres polimorfos de celulosa; las sefiales
de celulosa observadas fueron o a 0-20 de 14.77° (110) y 26.32° (113). Las reflexiones
correspondientes a la celulosa Ip fueron observadas a 20.39° (200), 35.80° (301) v,
finalmente. Por otro lado, la presencia de celulosa Il se identificaron en reflexiones en 26 a
14.97°, 21.19°, 21.48°, 23.44°, 24.50° y 35.90° asignada a los planos (101), (102), (121),
(021), (200), (212), respectivamente. Como se puede observar, las fibras PTP presentan
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sefiales con mayor intensidad en comparacion con las fibras BAV; por ejemplo, las sefiales

(110), (200), (110) corresponden a las fases Io (21.80°), Ip (22.98°) y Il (19.92°),

respectivamente. Estas variaciones en intensidad y en la distribucion de las fases cristalinas

se atribuyen a diferencias intrinsecas en la composicion quimicay la microestructura de cada

biomasa empleada como materia prima. Finalmente, el anélisis comparativo de los patrones

de DRX antes y después del tratamiento de deslignificacion revela la desaparicion de varias

sefiales caracteristicas, lo cual indica la remocidn efectiva de componentes amorfos como

lignina y hemicelulosa. Esta transformacion estructural confirma que el tratamiento quimico

empleado fue exitoso en la obtencion de una matriz rica en celulosa, con una organizacion

mas ordenada y una mayor proporcién de dominios cristalinos, condicion esencial para

aplicaciones posteriores en el desarrollo de materiales avanzados basados en nanocelulosa.
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5.2.4 Tamario de cristalita e indice de cristalinidad.

El estudio de los tamafios de cristal de la celulosa extraida de los diferentes residuos
lignoceluldsicos, proporciona informacion valiosa para comprender la influencia del
tratamiento quimico sobre la organizacion estructural del material. En la Tabla 5.3 se
presentan los promedios de tamafio de cristal, para calcular su tamafio se utilizé la ecuacion
de Scherrer, ecuacion 2, asi como los planos cristalograficos dominantes de los diferentes
polimorfos de la celulosa para cada etapa del proceso: muestra sin tratamiento (ST), tras la

deslignificacion (BL) y en la fase final de obtencion de celulosa (HA).

En el caso de BAV, el tamafio promedio de cristal mostré una disminucién progresiva de
24.89 nm en la muestra ST a 12.77 nm en BL, alcanzando un valor de 6.20 nm en HA. Este
descenso sugiere una ruptura gradual de las regiones ordenadas de celulosa, asociada con la
eliminacién de componentes amorfos como lignina y hemicelulosa, y la exposicion de
regiones cristalinas mas finas. El plano predominante identificado en la etapa HA fue (110),
de la celulosa 1l, con un tamafio de cristal de 2.31 nm, el mas bajo registrado entre todas las
muestras analizadas, lo que sugiere una mayor fragmentacion y refinamiento estructural del

material en esta biomasa.

Para el PTP, los valores también indicaron una variacion significativa: de 23.62 nm en ST a
5.94 nm en BL, aumentando posteriormente a 17.32 nm en HA. A pesar del incremento
observado en la Gltima etapa, el tamafio de cristal asociado al plano (110) de la fase triclinica
(celulosa Ia) se redujo a 2.73 nm, indicando que la reorganizacion estructural podria
favorecer la transicion a un estado mas ordenado o a una recristalizacion parcial inducida por

el tratamiento 4cido.

En el caso de BCA, los valores oscilaron de 2.90 nm en ST a 3.57 nm en BL, manteniéndose
practicamente constante en HA (3.58 nm). Sin embargo, el tamafio de cristal determinado
especificamente en el plano (110) de la celulosa triclinica en la etapa HA fue de 3.22 nm. A
diferencia de BAV y PTP, BCA mostré un comportamiento mas estable a lo largo del
tratamiento, lo cual podria estar relacionado con una estructura inicial mas resistente o con

una menor eficiencia de los agentes quimicos sobre esta biomasa particular.
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Estos resultados indican que el proceso de extraccion de celulosa influye de manera
diferencial segun la biomasa empleada, reflejando diferencias en la accesibilidad quimica, el
contenido de lignina y la naturaleza de las regiones cristalinas iniciales. En particular, la
celulosa obtenida de BAV mostr6 el mayor grado de reduccion de tamarfio de cristal, lo que
podria ser indicativo de un mejor desempefio para la obtencion de nanocelulosa con

caracteristicas refinadas

Tabla 5.3 Tamaiio de cristalito obtenido en las diferentes biomasas.

BAV PTP BCA
promedio Plano de Tamafio promedio Tamafio promedio Tamafio
total de de total de de total de de
MUESTRA sefiales in?;ﬁgi?jra d cristalito sefiales FEe cristalito sefiales et cristalito
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
celulosa Il monoclinica triclinica
ST 24.89 (121) 2.6 23.62 (020) 2.89 2.9 (110) 2.96
celulosa monoclinica monoclini
BL 12.77 lo (110) 2.76 5.94 (020) 2.55 3.57 ca (020) 2.83
celulosa Il triclinica triclinica
HA 6.2 (110) 2.31 17.32 (110) 2.73 3.58 (110) 3.22

La cristalinidad de las reflexiones correspondientes a la celulosa se determind mediante la
deconvolucion de los difractogramas en el intervalo 20 de 6° a 40°, utilizando un ajuste de
tipo gaussiano (Figuras 5.12-5.14). La deconvolucién se realiza para estudiar las sefiales
predominantes que se traslapan, pero sirve para el célculo del tamafio de cristal y de la
cristalinidad, utilizando diferentes ecuaciones y pardmetros. La cristalinidad representa la
proporcion relativa de regiones ordenadas (cristalinas) frente a regiones amorfas, incidiendo
directamente en las propiedades mecanicas, térmicas y quimicas del material. Los indices de
cristalinidad (IC) permiten evaluar la organizacion estructural de las fibras y son indicadores
clave de su calidad y funcionalidad.

Los valores de % de cristalinidad obtenidos evidencian diferencias estructurales

significativas entre las muestras analizadas como se observa en la Tabla 5.4. El tratamiento
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con clorito de sodio (BL) resulto particularmente eficaz para incrementar y conservar la
cristalinidad de la celulosa. Este agente oxidante actia como blanqueador selectivo,
eliminando principalmente lignina y otros componentes amorfos sin alterar de forma
sustancial la estructura cristalina de la celulosa. Este comportamiento se reflejo en los
elevados % de cristalinidad de las muestras BAV 79.18% y BCA 58.82%, lo que indica una
mayor proporcién de regiones ordenadas. La estabilidad del indice correspondiente a PTP
69.57% sugiere que dicho tratamiento no induce alteraciones significativas en las zonas

cristalinas, preservando su integridad estructural.

En cuanto al tratamiento alcalino con hidréxido de sodio (HA), también se observo un
incremento en la cristalinidad, atribuible a la remocion de hemicelulosas y parte de la lignina.
Ademas, este tratamiento puede inducir una conversion parcial de celulosa | a celulosa I,
acompariada de fendmenos de reorganizacion estructural y recristalizacion. EI % de
cristalinidad de BAV 70.32% fue ligeramente inferior al correspondiente a BL, posiblemente
como resultado de modificaciones estructurales heterogéneas. Por el contrario, el indice mas
alto se observé en PTP 71.7%, lo que sugiere que el NaOH promueve el ordenamiento en
regiones especificas de la matriz celuldsica. El valor de BCA 60.29% fue comparable al
registrado con BL, lo cual indica que la red cristalina se mantiene sustancialmente conservada
tras el tratamiento alcalino. En conjunto, los resultados confirman que la cristalinidad es un
parametro estructural determinante, ya que influye directamente en propiedades clave como
la rigidez, resistencia mecéanica, estabilidad térmica, biodegradabilidad y capacidad de
interaccion con otras sustancias. Por tanto, su evaluacién es critica para el disefio y la

aplicacion funcional de materiales lignocelulésicos.

Tabla 5.4 Cristalinidad obtenida en los diferentes procesos de las biomasas hasta la
celulosa.

Cristalinidad (%0)

Muestra BAV PTP BCA
ST 70.76 69.28 20.30
BL 79.18 69.57 58.82
HA 70.32 71.70 60.29
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5.2.5 Microscopia electrénica de barrido (MEB).

La morfologia de las fibras obtenidas a partir de residuos agroindustriales fue analizada
mediante microscopia electrénica de barrido (MEB), posterior a los tratamientos de
blangueamiento y deslignificacion. En las micrografias correspondientes al bagazo de cafia
de azucar (Figura 5.15 a-b), se puede observar el haz vascular caracteristico del tallo de la
cafia de azlcar, asi como un corte horizontal donde se puede observar células
parenquimaticas, correspondientes al xilema y floema, atribuidas principalmente a la reserva
de sacarosa [88], en la imagen con el tratamiento alcalino se logran ver fibras de diversos

tamanios, asi como su aglomeracion.

En el pseudotallo de platano (Figura 5.15 c-d), se logran apreciar algunas fibras
correspondientes al haz vascular, asi como células epidérmicas caracteristicas y complejos
celulares que constituyen el tejido vascular y de soporte [112]. Ademas, las fibras son
relativamente lisas y ordenadas. Su superficie esta cubierta de cera, pectina, hemicelulosa y
lignina, que interactlan constantemente con la celulosa [114]. Mientras que en la figura
correspondiente al tratamiento de HA se observan gran cantidad de fibras aglomeradas, lo
que sugiere una desorganizacion estructural producto de la eliminacién de componentes no

celulésicos.

Respecto al bagazo de Aloe vera, Figura 5.15 e-f, se pueden identifican células hexagonales
isodiamétricas parenquimaticas pertenecientes al gel residual contenido en el bagazo,
también se aprecian células en forma de ladrillo, las cuales forman parte de la epidermis que
conforman el exocarpio [111-113]. En la muestra tratada con NaOH, HA, se observa
nuevamente una aglomeracion significativa de fibras, indicativa de un reordenamiento
estructural tras la eliminacion de componentes amorfos. Después del tratamiento, la fibra de
Aloe vera presenta una separacion y desarrollo de porosidad. Este comportamiento esta

relacionado con la eliminacion de componentes como cera, lignina y hemicelulosa [115].

68



Figura 5.15 Micrografias de MEB de fibras de residuos agroindustriales, a) bagazo de cafia
de azucar BL, b) tratamiento alcalino HA, c¢) pseudotallo de platano BL, d) tratamiento
alcalino HA, e) bagazo de Aloe vera BL, f) tratamiento alcalino HA.

5.3 Obtencién de nanocelulosa.

La obtencién de nanocelulosa, particularmente nanocristales de celulosa (CNC), mediante
hidrolisis 4cida con é4cido sulfirico (H2SO4), se basa en la degradacion selectiva de las

regiones amorfas de la celulosa, las cuales son mas susceptibles al ataque quimico. En
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contraste, las regiones cristalinas, altamente ordenadas, permanecen mayormente intactas, lo
que permite la obtencion de estructuras rigidas a escala nanomeétrica. La concentracion del
acido, junto con otros pardmetros del proceso como el tiempo de reaccion, la temperatura y
la relacion sélido/liquido, influye directamente en el rendimiento, el tamafio, el grado de
cristalinidad y las propiedades funcionales de los nanocristales obtenidos. El proceso de
hidrélisis acida requiere una cuidadosa optimizacion para evitar una degradacion excesiva de
la celulosa y la formacion de subproductos indeseados. Una vez finalizada la reaccion, es
necesario implementar etapas de purificacion que incluyen centrifugacion, dialisis y
sonicacion, con el fin de eliminar residuos acidos, subproductos solubles y estabilizar la
suspension coloidal de nanocelulosa (Figura 5.16). En el presente estudio, se empleé la
celulosa obtenida anteriormente de los residuos agroindustriales de Aloe vera (BAV), bagazo
de cafia de aztcar (BCA) y pseudotallo de platano (PTP), los cuales representan fuentes
sostenibles, de bajo costo y con alto contenido de celulosa que contribuyen al desarrollo de

materiales funcionales con aplicaciones potenciales en el &mbito biomédico.

Hidrdlisis alcalina

“EMI: |

Nanocelulosa

Hidrdlisis acida

Celulosa
PV, =
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d i
2

Figura 5.16 Proceso de extraccion de cristales de nanocelulosa (CNC) de residuos
agroindustriales de BAV, PTP y BCA, mediante hidrolisis &cida de H2SO..

A la celulosa obtenida se le realiz6 una hidrolisis 4cida utilizando H.SO+ a diferentes

concentraciones, tiempos de reaccion y temperaturas para generar cristales de nanocelulosa
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CNC. Durante su obtencidn, se utilizaron las concentraciones de 45, 55 y 65% peso de H2SO4
(C), con tiempos de reaccion de 30 y 60 minutos (t), utilizando temperaturas de 25, 40, 45y
50 °C (T), la celulosa sintetizada con la concentracién de 65% peso de H2SO4 a una
temperatura de 40 °C se degrada, como se muestra en la Figura 5.17, adicional a las
temperaturas antes mencionadas se aplico en esta concentracion una temperatura de 25 °C,

en un tiempo de 15 minutos.

Figura 5.17 Biomasas degradadas en la obtencion de nanocelulosa sintetizadas a, CestzoT4o.
a) bagazo de Aloe vera, b) pseudotallo de platano y c¢) bagazo de cafia de aztcar

5.3.1 Rendimiento de cristales de nanocelulosa.

Después de la obtencion de nanocelulosa, se determiné el rendimiento a partir de las fibras
antes mencionadas para su aplicacion en la fabricacién de hidrogeles. Como se puede
observar en la Tabla 5.5, el rendimiento de nanocelulosa aumenta a medida que disminuye
el tiempo de hidrdlisis; especificamente, la muestra BAV CastaoT2s alcanzé un % de
rendimiento del 47.63+1.29 con 30 min de reaccion, y a los 60 min, el rendimiento aumentd
ligeramente hasta el 49.65+5.21. De manera similar, la muestra Csst3T2s de PTP mostro un
% de rendimiento a los 30 min de 54.31+2,4, mientras que la muestra con CssteoT25 mostro
valores de rendimiento de alrededor del 55.18+0.03. Asi mismo el bagazo de cafia de azucar
mostro cambios significativos de BCA CsstsoT2s con un % de rendimiento de 42.70+2.29 a
44.56£3.77 en lamuestra BCACsstso T2s. Este comportamiento podria atribuirse a que tiempos
mas largos de exposicion al H.SO4 provoquen la ruptura y desintegracion de las regiones

amorfas de la celulosa.
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de BAV, PTPy BCA.

% DE RENDIMIENTO

Tabla 5.5 Rendimiento de los cristales de nanocelulosa obtenida de las diferentes biomasas

MUESTRA CNC-BAV CNC-PTP CNC-BCA
CustzoT2s 47.63 +1.29 57.22 +1.45 44.48 + 3.44
CustzoTao 47.57 +0.03 57.99 +2.81 44.90 + 0.55
CustsoTss 49.90 = 5.86 59.21+2.50 42.23+2.35
CustsoTso 48.65+5.10 58.75+1.04 45.45 + 1.64
CasteoT2s 48.72 +5.13 57.20+1.29 4552 +2.12
CasteoTao 49.65+5.21 51.98 £9.77 43.61 + 2.60
CasteoTss 48.47 +1.19 50.03 +£6.40 42.17+0.75
CasteoTso 48.77 + 4.98 49.22 +5.70 44.27 +0.76
CostaoT2s 46.61 + 1.27 54.31+2.40 42.70 = 2.29
CosstsoTao 48.85+ 1.99 56.79 + 5.60 44.05+0.83
CosstsoTss 48.50 +5.19 58.26 + 2.09 45.00 + 0.54
CosstoTso 49.60 + 2.73 58.78 + 0.94 42.35+ 2.06
CossteoT25 49.61+4.79 55.18 +0.03 44.56+ 3.77
CossteoTa0 45.06 + 9.01 55.80+0.20 42.98 + 2.89
CossteoT4s 46.19 + 0.92 56.82 +0.49 44.04 +0.39
Cssteo Tso 46.65 = 1.30 57.54 +0.54 42.23+1.19
Ceslis T2s 48.39 + 2.59 56.05 + 2.97 4570+ 1.94

5.3.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Posterior a los tratamientos aplicados de hidrdlisis alcalina e hidrdlisis &cida, para obtener
los cristales de nanocelulosa CNC, se caracterizo cada una de las muestras obtenidas. En la
Figura 5.18 se observan las muestras de BAV, PTP y BCA con tratamiento de H2SO4 al 65%
peso. En la Figura5.19 se pueden observar los espectros de los CNC obtenidos de la biomasas

de bagazo de Aloe vera, la intensidad de la sefial 3329 cm™ disminuye, atribuido a la
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vibracion de estiramiento del grupo OH enlace intermolecular del hidrogeno del agua y la
celulosa, las bandas de 2917 y 2841 cm™ corresponden al estiramiento asimétrico de los
grupos CHs y CH> en la celulosa y se presentan con pequefios desplazamientos y de manera
mas intensa, conforme aumenta la concentracion, 1730 cm™se observa que esta banda se
intensifica en la concentracion del 45% peso y va disminuyendo en el aumento de la
concentracion, corresponde al C-O y C=0 de los grupos ésteres, acetilicos y urdnicos de la
pectina y hemicelulosa, asi también se le puede atribuir ésteres y enlaces carboxilo de la
lignina, la sefial presente en el 1602 cm™ paulatinamente disminuye con los tratamientos, y

se puede atribuir a la vibracion del enlace C=C aromatico presente en la lignina.

La sefial presente en la banda de 1417 cm™ corresponde a la zona amorfa de la celulosa | y
la de 1258 cm! se debe a la vibracion de C-O en anillo de guayacol perteneciente a la lignina,
estas bandas que se presentan en baja intensidad, también presenta cambios en la separacién
de bandas de 1108 a 897 cm™ en las concentraciones 5550 y 6525 cm™ de HAC, esta region
corresponde a la lignina, estiramiento de C-O-C de enlaces glicosidicos de xilanos,
vibraciones de C-O en grupo éster en metoxilos y enlaces 3-O-4 en unidades de guayacol,
extraibles deformacion del OH fuera del plano de los acidos carboxilicos vibracion y

estiramiento de C-O-C y CH en enlaces B- glicosidicos en celulosa [26, 105-110].

Los espectros de la nanocelulosa obtenida de la biomasa de pseudotallo de platano se
presentan en la Figura 5.20 donde se pueden observar bandas caracteristicas a este residuo
lignoceluldsico, la intensidad de la sefial 3329 cm™ atribuido a la vibracion de estiramiento
del grupo OH enlace intermolecular del hidrégeno del agua y la celulosa, se observa la banda
amplia caracteristica; sin embargo, se puede apreciar mas angosta y con mas intensidad en la
concentracion del 45% vy la temperatura de 50 °C. No obstante, conforme aumenta la
concentracion y la temperatura, paulatinamente pierde intensidad, la banda en la sefial 2924
cmt corresponde al estiramiento simétrico de CHz en la celulosa y se puede apreciar en los
diferentes tratamiento de extraccion de nanocelulosa, 1730 cm™ se observa que esta banda
presenta mayor intensidad en el tratamiento de 60 minutos con una concentracién de 55% y
corresponde al C-O y C=0 de los grupos ésteres, acetilicos y urdnicos de la pectina y
hemicelulosa, asi tambiéen se le puede atribuir ésteres y enlaces carboxilo de la lignina. La

sefial presente en el 1602 cm™ conserva su intensidad en los diferentes tratamientos, y se
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puede atribuir a la vibracién del enlace C=C aromatico presente en la lignina, las bandas en
la region de 1372 y 1320 corresponden a las vibraciones de flexion de los grupos de CO, CH3
y CH correspondientes a la celulosa, el plano de 1112 cm™, vibraciones de estiramiento de
C-O-C de enlaces glicosidicos de xilanos presentes en la lignina. asi mismo se observa el
aumento de la intensidad en las diferentes muestras de la sefial encontrada en el plano de
1022 cm™* que corresponde a las vibraciones de C-O en grupo éster en metoxilos y enlaces
-O-4 en unidades de guayacol perteneciente a la lignina, la cual aumenta la intensidad con
los diferentes tratamientos, la sefial que se encuentra en la banda de 898 se atribuye a la
vibracion y estiramiento de C-O-C y CH en enlaces B-glicosidicos en celulosa, las sefiales de
las bandas correspondientes a la banda de 782 cm™ y 670 cm™, corresponden al estiramiento
C-C del anillo de piranosa pertenecientes la lignina y estiramiento de C-O-H

Transmitancia (u.a.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de onda cm™)

Figura 5.18 Espectros de transmitancia FTIR de muestras de nanocelulosa pretratadas con
H2SO4 a 65 % en peso, temperaturas de 25 °C y tiempo de reaccion de 15 min.

La Figura 5.21 presenta los espectros del bagazo de cafia de azucar la intensidad de la sefial
3329 cm™ atribuido a la vibracion de estiramiento del grupo OH enlace intermolecular del
hidrogeno del agua y la celulosa, se observa con mayor intensidad en la concentracion del
45% y la temperatura de 50 °C y disminuye al aumentarse la temperatura y la concentracion,
la banda en la sefial 2917 cm™ corresponden al estiramiento simétrico de CH: en la celulosa
con ligeros desplazamientos en cada uno de los diferentes tratamientos, las bandas

correspondientes a las sefiales presentes del 1510 y 1258 cm™ de la lignina son estiramientos
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Transmitancia (u.a.)

de C=C de anillos aromaticos, vibracion de C-O en anillo guayacol, la sefial observada en
1160 cm! estiramiento asimétrico y simétrico de C-O-C en celulosa y hemicelulosa, la region
de 1417 y 1377 cm™ correspondiente a la zona amorfa de la celulosa grupo CH; asimétrico
y vibraciones de flexion de los grupos de CO y CHs, la sefial que se ve de 1031 cm
vibraciones de C-O en grupo éster en metoxilos y enlaces -O-4 en unidades de guayacol
perteneciente a la lignina, 900 cm™ vibracion y estiramiento de C-O-C y CH en enlaces B-
glicosidicos en celulosa, 670 cm™ estiramiento de C-O-H. Como se observa en la Tabla 5.6
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Figura 5.19 Espectros de transmitancia FTIR para muestras de nanocelulosa pretratadas con
H2.SO4 de BAV a diferentes concentraciones, temperaturas y tiempos de reaccion, a)
BAVCsstzo, b) BAVCasteo, €) BAVCsstso, d) BAVCsstso.
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Figura 5.20 Espectros de transmitancia FTIR para muestras de nanocelulosa pretratadas con

H2.SO4 de PTP a diferentes concentraciones, temperaturas y tiempos de reaccion, a)
PTPCastso, b) PTPCastso, C) PTPCsstzo, d) PTPCssteo.
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Figura 5.21 Espectros de transmitancia FTIR para muestras de nanocelulosa pretratadas con
H2S04 de BCA a diferentes concentraciones, temperaturas y tiempos de reaccion, a)
BCACst30, b) BCACasteo, ¢) BCACsstz0, d) BCACsstso.
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Tabla 5.6 Asignacion de grupos funcionales en las bandas de absorcion de los espectros de

NUmero de onda
cmt

3329

2976
2917
2841

1730

1602

1510

1465

1427

1377

1310-1314

1258

1160

1108

1033-1020

949
900-897
826
782

670

FTIR de la obtencion de nanocelulosa.

Asignacion de grupo funcional.

Vibracién de estiramiento del OH enlace intermolecular del
hidrégeno de aguay de la celulosa 3.7.

Estiramiento de CH en grupos CHs y CH,®
Estiramiento asimétrico de CH2 en la celulosa 7
Estiramiento simétrico del CH2 en celulosa 7

C-Oy C=0 de los grupos ésteres acetilicos y urénicos
pertenecientes a la pectina, la hemicelulosa o a los ésteres y

enlaces carboxilo de la lignina 346

vibracion de estiramiento simétrico del C=C aromatico o anillo
aromatico presente en la lignina gl

Estiramiento de C=C de anillos aromaticos en la lignina 2,34

Flexion asimétrica de CHz y CHs en hemicelulosa 2

grupo CH2 asimétrico presentes en la zona amorfa de celulosa |
2,4,6

vibraciones de flexion de los grupos de CO y CHs correspondiente
a la zona amorfa de la celulosa 2°

Vibracién de CH: de la celulosa 56

vibracion de C-O en anillo guayacol perteneciente a la lignina
1234

estiramiento asimétrico y simétrico de C-O-C en celulosa 'y
hemicelulosa 237

vibraciones de estiramiento de C-O-C de enlaces glicosidicos de
xilanos presentes en la lignina 2

vibraciones de C-O en grupo éster en metoxilos y enlaces $-O-4 en
unidades de guayacol perteneciente a la lignina 1.3

Deformacion del OH fuera del plano de los acidos carboxilicos 2

vibracion y estiramiento de C-O-C y CH en enlaces B- glicosidicos
en celulosa. 237

flexion de CH fuera del plano de unidades de guayacol en lignina 2

Estiramiento C-C del anillo de piranosa perteneciente a la lignina 2

Estiramiento de C-O-H 2

BAV

*

Biomasa

BCA

*

PTP

*

1Alimohammadzadeh et al., 2022; 2Cardenas et al., 2020; 3Gonultas et al., 2018; “Macias et al., 2020; Ng L et
al., 2021; 8Shrestha et al., 2021; "Wahib et al., 2022
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Se han realizado diversos estudios en los cuales se ha observado la conversion de celulosa |
a Il o a celulosa amorfa, este tipo de conversion reduce la definicion de algunas zonas del
espectro y cambios en las intensidades de ciertas longitudes de onda. La comparacion de la
celulosa amorfa con cristales de celulosa, se utiliza para estudiar los cambios de cristalinidad,
la cual fue definida como indice de cristalinidad mediante la relacion de intensidades de
1420/893 cm™. En la Tabla 5.7, se muestran los valores obtenidos correspondientes a los
indices de cristalinidad calculados, a partir de los espectros FTIR de los CNC obtenida de las
diferentes biomasas, BAV, PTP y BCA, donde se observa que la nanocelulosa procedente de
BAV presenta mayor indice de cristalinidad en comparacion con PTP; sin embargo, hay que
sefialar que esta técnica se limita a muestras que contienen cristales de celulosa | o celulosa
I1, ya que presenta limitaciones para mezclas de ambos constituyentes, por lo que es necesario

complementar estos datos con otras técnicas como difraccion de rayos X.

Tabla 5.7 Determinacion de % de cristalinidad mediante FTIR, para los cristales de
nanocelulosa de BAV, PTP y BCA.

9 de cristalinidad 1420/893

MUESTRA BAV PTP BCA
CastaoT2s 80.07 94.33 89.37
CastaoT4o 88.63 75.41 87.24
CastsoTas 99.09 93.58 92.75
CastaoTs0 96.91 92.84 96.51
CasteoT2s 66.60 92.88 82.97
CasteoT40 82.64 76.54 79.78
CasteoTas 77.60 83.01 62.68
Casteo Ts0 70.79 86.69 75.23
CsstaoT2s 89.76 92.19 88.15
CsstaoT40 99.65 65.23 87.10
CsstaoTas 83.92 61.85 92.75
CsstaoTs0 68.01 93.57 75.78
CssteoT2s 65.57 83.46 65.83
CssteoT40 81.82 75.98 92.76
CssteoTas 81.82 66.22 80.50
CssteoTs0 75.36 66.49 90.55
CestisT2s 83.95 92.75 91.74
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En cuanto a la estructura de la celulosa, los grupos hidroxilo participan en diversos enlaces
de hidrogeno intra e intermoleculares. Estos enlaces de hidrogeno son considerados uno de
los factores clave que afectan directamente su indice de cristalinidad, lo cual, a su vez, influye
en su rendimiento quimico, fisico y mecanico en aplicaciones practicas, se ha establecido que
la reduccidn de la cristalinidad se produce por la desintegracion de enlaces intermoleculares,
lo que provoca un desplazamiento hacia el azul en los espectros de FTIR en la sefial
carbonilica [116]. Para identificar los enlaces de hidrogeno, se utilizan habitualmente
técnicas como la espectroscopia FTIR, el analisis FTIR in situ durante el proceso de
peroxidacion a diferentes temperaturas (desde temperatura ambiente hasta 350 °C) y la
simulacion molecular. En particular, la espectroscopia infrarroja en la region de 3700 a 3000
cm™! revela la superposicion de dos tipos de enlaces de hidrégeno moleculares (intra e

intermoleculares).

Por ejemplo, se espera que un pico cercano a 3370 cm™! corresponda a enlaces de hidrogeno
intramoleculares, mientras que entre 3410-3400 y 3600-3500 cm™ aparecen los enlaces de
hidrogeno intermoleculares. Especificamente, se ha establecido que la celulosa tipo |
presenta enlaces de hidrogeno intramoleculares (O2H---Os, OzH---Os) en el intervalo de
3455-3410 y 3375-3250 cm™', mientras que los enlaces de hidrogeno intermoleculares
(OgH---O3) aparecen en el intervalo de 3310-3230 cm ™. Ademas, la vibracion de valencia de
los grupos OH unidos a nitrégeno se encuentra entre 3570 y 3450 cm™. Estas asignaciones
han sido corroboradas mediante técnicas computacionales [117], confirmando que el nimero
de enlaces de hidrégeno esta relacionado con la intensidad de las bandas en los resultados
infrarrojos, aunque la posicién exacta de la banda puede variar segun la fuente [118]. En el
caso de la celulosa Il (que presenta orientacion paralela y antiparalela respecto a la celulosa
1), puede presentar enlaces de hidrégeno intermoleculares OsH-O2’ y enlaces de hidrogeno

intramoleculares O2H-Og y OsH:-O>’ (ligados a la celulosa I) [119].

Por lo tanto, es evidente que aun existe debate sobre un refinamiento especifico para asignar
con precision los enlaces de hidrégeno en la celulosa. Por esta razén, se realiz6 un analisis
sistematico variando la concentracion de la solucién acida, la temperatura y el tiempo de
reaccion, con el fin de evaluar los cambios en la posicion de las longitudes de onda de los

enlaces de hidrogeno durante el proceso de aislamiento de los CNC.
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Las figuras 5.18-5.21 muestran los espectros infrarrojos de la celulosa nanocristalina
obtenida a partir de fuentes de BAV, PTP y BCA bajo diferentes condiciones de sintesis, asi
como las figuras 5.23-5.25 el anélisis de la derivada de segundo orden en la region de 3600

a 3000 cm™ para identificar los tipos de enlaces de hidrogeno y los grupos OH libres [102].

Como se sabe, una derivada de primer orden es la tasa de cambio de la absorcidn con respecto
ala longitud de onda, comienza y termina en cero. La segunda derivada representa una banda
negativa con un minimo en la misma longitud de onda que el maximo en la banda de orden
cero; ademas, muestra dos bandas positivas adicionales a cada lado de la banda principal.
Suponiendo que el espectro de orden cero cumple la ley de Beer, existe una relacion lineal

similar entre la concentracion y la amplitud para los espectros derivados, que se expresa

drad) _ dMa(d)

COMo: —== = T

bc. Donde, A es la absorbancia dependiente del nimero de onda, o es

el coeficiente de absorcidn, b es la longitud del camino éptico y ¢ es la concentracion de la
muestra concentracion de la muestra [120-122].

La segunda derivada se ajusto en el intervalo de 3600-3000 cm™ utilizando un modelo de
proceso gaussiano. La Figura 5.22 ilustra la representacion de los enlaces de hidrdgeno
(intramoleculares e intermoleculares) para cada tipo de celulosa, las Tablas 5.8-5.10

presentan los datos especificos ajustados de este analisis.

Las Tablas 5.11-5.13 muestran las energias y distancias de los enlaces de hidrégeno para
enlaces intramoleculares e intermoleculares, segun los resultados del analisis de la segunda
derivada. En general, las muestras recién preparadas de BAV mostraron enlaces de hidrogeno
intramoleculares OzH---Oz en el intervalo de 3394 a 3312 cm ™. Los numeros de onda entre
3511 a 3425 cm! corresponden a enlaces de hidroégeno intramoleculares O2H---Ogz, y l0s
enlaces de hidrogeno intermoleculares OgH:--O3' se ubicaron entre 3299 y 3115 cm™'. De
manera similar, en las muestras PTP, los intervalos fueron de 3394-3312 cm™ (O3zH---Os),
3493-3327 cm™ (O2H---O6) y 3309-3138 cm™ (OeH:--O3'), para enlaces de hidrégeno
intramoleculares e intermoleculares, respectivamente. Como era de esperar, tanto las
energias como las distancias de los enlaces de hidrogeno varian ligeramente segun el tipo de
fuente y las condiciones experimentales, debido al grado de agitacion, que puede modificar
el indice de cristalinidad final. Por ejemplo, la variacién en las energias de enlace de

hidrogeno del enlace OsH---O3 puede variar hasta un 33.6 %, dependiendo de las condiciones
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experimentales, pasando de 25.53 a 38.47 kJ/mol en el caso de BAV, y de 25.16 a 37.39
kJ/mol para PTP.

Ademas, las distancias de enlace los enlaces de hidrogeno en los diferentes tipos de enlaces
y grupos OH libres presentan variaciones, lo que demuestra que, en condiciones
experimentales, la celulosa puede presentar diferentes propiedades. En particular, las
distancias de los enlaces de hidrdgeno oscilaron entre 2.73 'y 2.83 A para BAV, Ademas, las
distancias de enlace Hs™' en los diferentes tipos de enlaces y grupos OH libres presentan
variaciones, lo que demuestra que, en condiciones experimentales, la celulosa puede
presentar diferentes propiedades. En particular, las distancias de los enlaces de hidrégeno
oscilaron entre 2.73 y 2.83 A para BAV y entre 2.73 y 2.83 A para PTP, lo que representa
variaciones del 3.7 %y el 3.4 %, respectivamente. Los resultados sugieren que ambas fuentes

contienen predominantemente celulosa cristalina tipo 1 [120, 123] [124, 125]

Las variaciones en los grupos O H y O2 H libres se correlacionaron con la cantidad de agua
adsorbida, que se modifica segun los parametros experimentales utilizados durante el proceso

de aislamiento.

Se espera que la presencia de enlaces de hidrogeno intermoleculares en las muestras mejore
la resistencia de los enlaces entre las fibras de celulosa, mejorando asi las propiedades
mecénicas, mientras que los enlaces de hidrogeno intramoleculares refuerzan la cohesion de
las moléculas de celulosa, facilitando la penetracién de reactivos quimicos y mejorando las
areas cristalinas. Al analizar el contenido relativo de tres tipos de enlaces de hidrdgeno y
grupos OH libres en BAV y PTP, se observa que, en general, ambas fuentes muestran
mayores proporciones de enlaces intramoleculares OzH-Os y O2H-Og, aunque los enlaces
intermoleculares OgH-O3" aumentan considerablemente utilizando PTP como fuente, Tablas
5.8-5.10. El analisis confirma que, aunque existen ambos tipos de enlaces de hidrdgeno, el
indice de cristalinidad esta determinado principalmente por los enlaces de hidrégeno
intramoleculares. Probablemente, durante el procedimiento experimental, el OgH---O3" se

rompe para formar nuevos enlaces de hidrogeno incluso en areas amorfas [102].
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Figura 5.22 Representacion esquematica de los enlaces de hidrogeno intramoleculares e

intermoleculares.
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Figura 5.23 Espectros de la segunda derivada de FTIR de las muestras de cristales
nanocelulosa pretratadas con H.SO4 de BAV, con diferentes concentraciones, temperaturas
y tiempos de reaccion, a) BAVCastzo, b) BAVCasteo, C) BAVCsstsg, d) BAV Cssteo.
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Figura 5.24 Espectros de la segunda derivada de FTIR de muestras de cristales de
nanocelulosa pretratadas con H.SO4 de PTP a diferentes concentraciones, temperaturas y
tiempos de reaccion, a) PTPCastzo, b) PTPCasteo, €) PTPCsstzo, d) PTPCssteo.
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Figura 5.25 Espectros de la segunda derivada de FTIR de muestras de cristales de
nanocelulosa pretratadas con H.SO4 de BCA a diferentes concentraciones, temperaturas y
tiempos de reaccién, a) BCACastzo, b) BCACusteo, ¢) BCACsstzo, d) BCACsstso.

86



Tabla 5.8 Tipos de enlaces de hidrogeno presentes en los cristales de celulosa de bagazo de

Fuente
CNCBAV

BAV CustsoT2s
BAV CastsoT 4o
BAV CastsoTss
BAV CustsoTs0
BAV Custeo T 25
BAV CasteoT 0

BAV Casteo T4s

BAV Cisteo Ts0

BAV CsstzoT 25

BAV Csstzo T 40

BAVCsstzoT4s

BAV CsstzoTs0

BAV CsstsoT2s

BAV Cssteo T 40

BAV Cssteo T 45

BAV CsstsoTs0

Asignacion de grupos
Os-H-O3 (celulosa I)

3100-3310 cm™?

Centro del

pico

ajustado/

cm?

3142

3149

3140

3151

3134

3127

3139

3135

3297

3159

3115

3284

3224

3145

3294

3155

3153

3145

3299

Relacion
de area %

8.847

8.595

8.243

10.578

7.755

1477

8.796

8.451

55.825

11.303

2.561

55.396

35.042

10.416

52.016

8.958

10.010

14.849

54.939

Aloe vera

Asignacion de grupos
0O3-H-Os
3310-3340 cm'?

Centro del

pico

ajustado /

cm?

3312

3314

3319

3325

3320

3320

3322

3333

3327

3394

3324

3328

3339

Relacion

de area %

67.057

68.089

76.634

70.993

78.031

80.843

75.834

74.043

91.443

52.139

69.047

70.337

0.643

Asignacion de grupos
O2-H-O¢
3340-3500 cm'?

Centro del

pico

ajustado /

cm?

3470

3472

3477

3478

3477

3464

3485

3445

3493

3395

3495

3425

3511

3442

3477

3479

3443

Relacion
de area
%

22.152

20.540

12.285

14.948

11.768

6.438

12.270

27.986

10.940

1.559

6.057

36.839

10.268

36.256

18.162

15.911

28.878

Asignacion de grupos
OH Libres

OH (2) 3560-3513 cm™*

OH (6) 3577-3579 cm™*

Centro del
pico
ajustado /
cm?

3571
3568
3570
3570
3564
3549

3572

3545

3570

3562

3552

3579

3569

3561

3561

3568

Relacion de
area %

1.944
2.776
2.837
3.482
2.445
5.242

3.100

7.739

3.714

0.941

5.204

2.550

1.312

3.833

3.742

0.691
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Fuente
CNCPTP

PTPCastsoT2s

PTPCast3oT40

PTPCast3oTas

PTPCast3oTs0

PTPCuasteoT2s5

PTPCastsoT40

PTPasteoTas

PTPCastsoTs0

PTPCsst3oT2s

PTPCsstso T 40

PTPCsstsoT4s

PTPCsstsoTs0

PTPCssteoT2s

PTPCsstso T 40

PTPCssteoT4s

PTPCsstsoTs0

Tabla 5.9 Tipos de enlaces de hidrogeno presentes en los cristales de celulosa en

Asignacion de grupos
Os-H-03 (celulosa I)
3100-3310 cm™?

Centro del
pico
ajustado/
cm?
3183
3275

3153
3292

3140
3282
3154
3280
3138
3283
3130
3281

3144

3138
3299

3138
3173

3304

3153
3300
3155
3292
3136
3299
3145
3309

3145

3140
3296

Relacion
de area %

16.192
3.567
15.376

49.115

7.019
56.262
13.101
36.471
12.399
48.985

8.006
50.740

10.147

9.581
59.863

6.065
21.898

38.374

20.020
34.879
16.760
38.715
11.059
64.267
7.079
64.636

12.391

8.266
59.770

pseudotallo de platano

Asignacion de grupos
03-H-Os
3310-3340 cm™?

Centro del
pico
ajustado/
cm?

3339

3337

3339

3339

3327

3312

3339

3323

3338

Relacion de
area %

0.922

0.902

0.462

0.361

76.551

81.165

0.669

75.698

0.628

Asignacion de grupos
02-H-O¢
3340-3500 cm™?

Centro del
pico
ajustado/
cm?
3354

3341
3426
3493

3440

3340
3401

3427

3429

3440
3492
3341
3458

3461

3346
3383
3441
3354
3445
3350
3435
3340
3450

3462

3460

3453

Relacion
de area %

76.521

0.879
31.460
0.245

35.113

1.052
47.901

36.762

31.430

4.144
0.802
0.526
28.344

10.747

2.488
4.533
23.622
1.428
36.934
1.459
38.554
0.481
23.569

24.358

8.940

29.456

Asignacion de grupos
OH Libres

OH (2) 3560-3513 cm'*

OH (6) 3577-3579 cm'.

Centro del
pico
ajustado/
cm?

3549

3554

3565

3564

3571

3545

3526

3572
3543
3519
3592

3522
3596
3524
3591

3568

3560

3545

3565

Relacion de
area %

2.799

2.924

0.703

1.475

1.393

9.463

8.356

1.685

2.023
6.728

2.357

2.906
3.833
2.945
1.567

0.623

3.257

2971

1.879
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Tabla 5.10 Tipos de enlaces de hidrogeno presentes en los cristales de celulosa de bagazo
de cafia de azucar

Asignacion de grupos

Asignacion de grupos  Asignacion de grupos  Asignacion de grupos OH Libres

O6-H-0O3 (celulosa |) 0O3-H-Os 0,-H-O¢ ;
_ R B OH (2) 3560-3513 cm™
- 1 - 1 _ 1
Fuente 3100-3310 cm 3310-3340 cm 3340-3500 cm OH (6) 3577-3579 cmL
CNCBCA
Centro del Relacion g;?nti';% Relacion Centircc()) del Relacion Centi';% del Relacion
pico ajustado/ de area a'ustpa do/ de area a'uF;ta do/ de area a'upsta do/ de area
cm? % Justac % justac % justac %
cm cm cm
BCAust3oT2s - - 3324 - - - 3521 -
3265 0.424 3323 85.381 3499 8.289 - -
BCAust30T40
3152 5.905 - - - - - -
3291 60.537
BCAst30T 45 3335 0.653 3441 26.617 - -
3136 11.722
BCAust30Ts0 3127 2.245 3320 92.406 - - 3515 5.348
3286 59.826
BCAusteoT25 3338 0.638 3440 29.110 3567 0.621
3135 9.801
BCAusteoT 40 3290 55.089
3339 0.614 3439 30.241 3566 1.192
3139 12.862
BCAusteoT 45 3286 39.054
3340 0.813 3421 38.592 3577 0.684
3151 20.855
3287 48.959
BCAusteoTs0 3339 0.710 3431 34.711 3571 0.768
3143 14.849
BCAsst30T25 3197 21.641 - - 3364 64.773 3522 13.584
3289 14.848 3593 1.788
BCAsst30T 40 3350 4914 3424 46.986
3201 29.129 3520 2.331
3464 24.700
BCAsst30T 45 3184 30.812 3300 28.054 3442 0.880 3589 0.667
3401 7.897
3290 27.742 3588 1.855
BCAsst30Ts0 3349 1.141 3417 45.262 3537 0.575
3178 22.057
3511 1.365
BCAssteoT25 3298 58.470
3338 0.696 3447 27.803 3572 0.739
3141 12.290
3340 0.798
BCAsstso T 40 3143 12.257 3450 25.172 3569 0.626
3303 61.145
BCAssteoT 45 3284 39.780
3339 0.776 3425 42.899 3585 1.304
3148 15.239
3308 65.987
BCAssts0 Ts0 3339 0.389 3460 21.629 3556 4,074
3136 7.918
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Fuente
CNCBAV

BAVCastzoT2s

BAVCastaoT40

BAVCsstsoTas

BAVCastzoTso

BAVCasteoT2s

BAVCuasteo T 40

BAVCasteoTas

BAVCasteoTso

BAVCsst3oT 25

BAVCsst3oT 40

BAVCsstsoTas

BAVCsstso Ts0

BAVCssteo T 25

BAVCssteoT 40

BAVCssteo T 45

BAVCssteoTso

Tabla 5.11 Energias y distancias en los enlaces de hidrogeno de los cristales de
nanocelulosa del bagazo de Aloe vera.

Asignacion de grupos
Oe6-H-O3 (celulosa I)

3100-3310 cm

Posicion
de la EH
banda  (kJ/mol)

(cm™)

3142 36.534
3149 36.031
3140 36.678
3151 35.887
3134 37.110
3127 37.613
3139 36.750
3135 37.038
3297 25.677
3159 35.312
3115 38.476
3284 26.623
3224 30.637
3145 36.318
3294 25.895
3155 35.599
3153 35.743
3145 36.318
3299 25.532

R (A)

2.737
2.738
2.736
2.739
2.735
2.733
2.736
2.735
2.772

2.740

2.731
2.769
2.755
2.737
2771
2.740
2.739
2.737

2.772

Asignacion de grupos

03-H:0Os
3310-3340 cm!
Posicion
de la EH
banda  (kJ/mol)
(cm™)
3312 24.586
3314 24.441
3319 24.077
3325 23.640
3320 24.004
3320 24.004
3322 23.859
3333 23.058
3327 23.229
3394 18.621
3324 23.713
3328 23.422
3339 22.622

R (A)

2.775
2.775
2.777
2.778
2777
2,777

2.777

2.780

2.778

2.793

2.778

2.779

2.781

Asignacion de grupos

02-H-0e¢
3340-3500 cm!
Posicién
dela EH
banda  (kJ/mol)

(cm™)

3470 13.093
3472 12.948
3477 12.584
3478 12.511
3477 12.584
3464 13.530
3485 12.002
3445 14.912
3493 11.420
3395 18.549
3495 11.275
3425 16.366
3511 10.111
3442 15.130
3477 12.584
3479 12.438
3443 15.057

R
)

2.811
2.811
2.812
2.812
2.812
2.809

2.814

2.805

2.816

2.794

2.816

2.800

2.820

2.804

2.812

2.813

2.805

Asignacién de grupos
Grupos OH Libres
OH (2) 3560-3513 cm!
OH (6) 3577-3579 cm!

Posicién
de la
banda
(cm?)

3571
3568
3570
3570
3564
3549

3572

3545

3570

3562

3552

3579

3569

3561

3561

3568

EH
(kJ/mol)

5.746
5.965
5.819
5.819
6.256
7.347

5.674

7.638

5.819

6.401

7.128

5.165

5.892

6.474

6.474

5.965

90

R
A)

2.833
2.833
2.833
2.833
2.832
2.828

2.834

2.828

2.833

2.831

2.829

2.835

2.833

2.831

2.831

2.833



Tabla 5.12 Energias y distancias en los enlaces de hidrogeno de los cristales de
nanocelulosa del bagazo de pseudotallo de platano.

Asignacién de grupos

Asignacion de grupos Asignacion de grupos Asignacion de grupos Grupos OH Libres
O6-H-O3 (celulosa I) O3-H-0s 02-H-0s OH (2) 3560-3513 cm.
N Al . -1 . -1 -
Fuente 3100-3310 cm 3310-3340 cm 3340-3500 cm OH (6) 3577-3579 cm*
CNCPTP Posicién Posicion Posicion Posicion
de la EH R de la EH R (A) de la EH R de la EH R
banda (kJ/mol) (A) banda  (kJ/mol) banda  (kJ/mol) (A) banda  (kJ/mol) (A)
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
3183 33586 2.746
PTPCasts0T2s 3339 22.622 2.781 3354 21531 2.784 3549 7.347 2.828
3275 27.277  2.767
3153 35.743  2.739 3341 22.477  2.782
PTPCuastsoT4o - - - 3426 16.294 2.801 3554 6.983 2.755

3292 26.041 2.770
3493 11.420 2.816

3140 36.678 2.736

PTPCuastsoT4s 3337 22.768 2.781 3440 15.275 2.804 3565 6.183 2.832
3282 26.768  2.768
3154 35.671 2.739 3340 22549 2.781

PTPCastsoTs0 - - - 3564 6.256 2.832
3280 26.914  2.768 3401 18.112 2.795
3138 36.822 2.736

PTPCasteo T 25 3339 22.622 2.781 3427 16.221 2.801 3571 5.746 2.833

3283 26.695 2.768
3130 37397 2.734

PTPCustsoTao 3339 22.622 2.781 3429 16.075  2.801 3545 7.638 2.828
3281 26.841  2.768

3440 15.275  2.804

PTPCasteo T4s 3144 36.390 2.737 3327 23.495 2.778 3526 9.020 2.823
3492 11493 2.816
3138 36.822 2.736 3341 22477  2.782

PTPCasteoTso = = - 3572 5.674 2.834
3299 25532 2.772 3458 13.966  2.808

PTPCsstzoT2s 3138 36.822  2.736 3312 24.586 2.775 3461 13.748  2.809 3543 7.783 2.827

3173 34305 2.744 3346 22113  2.783
PTPCsstsoT 40 = - - 3383 19.422 2791 3519 9.529  2.755
3304 25.168  2.773
3441 15203  2.804
3153 35.743  2.739 3354 21531 2.784 3522 9.311  2.822
PTPCsstzoT4s - - -
3300 25459  2.772 3445 14912 2805 3596 3.928  2.755
3155 35599  2.740 3350 21822 2784 3524 9.165  2.823
PTPCsstzoTso - - -
3292 26.041  2.770 3435 15639 2.803 3591 4292  2.755
3136 36.966  2.735 3340 22549 2781
PTPCssteoT25 = ® ® 3568 5965  2.833
3299 25532  2.772 3450 14548  2.806
3145 36.318  2.737
PTPCssteoT40 3339 22.622 2.781 3462 13.675 2.809 3560 6.547 2831

3309 24804 2.774
PTPCsstsoTas 3145 36.318  2.737 3323 23.786 2.777 3460 13.821  2.808 3545 7.638 2.828

3140 36.678  2.736
PTPCsstsoTso 3338 22.695 2.781 3453 14330  2.807 3565 6.183 2.832
3296 25.750  2.771
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Fuente
CNCBCA

BCAust30T 25

BCAust30T40

BCAust30T4s

BCAust30Ts0

BCAusteoT2s

BCAuste0T40

BCAusteoT4s

BCAusteo Ts0

BCAsst30T2s

BCAsst30T40

BCAGsst30T4s

BCAsst30Ts0

BCAssteoT2s

BCAssteo T 40

BCAsste0Tas

BCAssts0Ts0

Tabla 5.13 Energias y distancias en los enlaces de hidrogeno de los cristales de
nanocelulosa del bagazo de cafia de azucar.

Asignacion de grupos
O¢-H-O3 (celulosa I)

3100-3310 cm?

Posicion
de la
banda
(cm™)

3265
3152
3291
3136
3127
3286
3135
3290
3139
3286
3151
3287
3143
3197
3289
3201

3184

3290
3178

3298
3141

3143

3284
3148
3308
3136

EH
(kJ/mol)

27.688
35.815
25.818
36.966
37.613
26.178
37.038
25.890
36.750
26.178
35.887
26.106
36.879
32.579
25.962
32.291

33.514

25.890
34.333

25.604
37.025

36.462

26.322
36.103
24.596
37.388

R
A)

2.764
2.739
2.770
2.735
2.733
2.769
2.735
2.770
2.736
2.769
2.739
2.769
2.737
2.749
2.770
2.750

2.746

2.770
2.745

2.772
2.736

2.737

2.769
2.738
2.774
2.735

Asignacion de grupos

3310-3340 cm'?

Posicién
dela
banda
(cm?)
3324

3323

3325
3320

3338

3339

3340

3339

3350

3300

3349

3338

3340
3303

3339

3339

O3-H-Os

EH
(kJ/mol)

23.713

23.786

23.640
24.004

22.695

22.622

22.549

22.622

21.575

25.171

21.647

22.438

22.549
25.241

22.622

22.622

R
)

2.778

2.777

2.778
2.777

2.781

2.781

2.781

2.781

2.784

2.772

2.783

2.781

2.781
2.773

2.781

2.781

Asignacion de grupos

3340-3500 cm'?

Posicion
de la
banda
(cm?)

3499

3441

3440

3439

3421

3431
3364
3424

3464
3442
3401

3417

3447

3450

3425

3460

02-H-Os

EH
(kJ/mol)

10.984

15.203

15.275

15.348

16.657

15.930

20.804
16.439
265.500
13.530
15.130
18.112

16.948

14.766

14.548

16.366

13.821

R
)

2.817

2.804

2.804

2.804

2.800

2.802

2.787
2.800
2.027
2.809
2.804
2.795

2.799

2.805

2.806

2.800

2.808

Asignacion de grupos
Grupos OH Libres
OH (2) 3560-3513 cm'!
OH (6) 3577-3579 cm'!

Posicién
de la
banda
(cm™)
3521

3567
3515

3567

3566

3577

3571

3522
3593
3520
3589
3588

3537
3511

3572

3569

3585

3556

EH
(kJ/mol)

9.383

6.037
9.820

6.037

6.110

5.310

5.746

4.146
9.456

4.437

4.510

8.220
10.111

5.674

5.892

4.728

6.838
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R
A)

2.822

2.833
2.821

2.833

2.832

2.835

2.833

2.838
2.822

2.838
2.837

2.826
2.820

2.834

2.833

2.837

2.830



5.3.3 Difraccién de rayos X (DRX).

Durante el aislamiento de cristales de nanocelulosa (CNC), mediante los diversos
tratamientos de hidrolisis &cida se puede observar que las bandas de difraccion muestran
mayor intensidad lo cual puede atribuirse al cambio de planos o fases cristalograficas de los
polimorfos de celulosa; se tomo la region en el intervalo 26 de 10° a 30° de los CNC
obtenidos de los diversos tratamientos para aplicar el método de deconvolucién de sefiales,
con el proposito de separar las diferentes reflexiones de los difractogramas ya que se
encuentran traslapadas, este método permite identificar los tipos de polimorfos de la celulosa
presente en cada tratamiento y cada residuo agroindustrial utilizado, por lo que se puede
convertir de celulosa I a Il, debido a esto, los polimorfos que predominan son el de celulosa
Ia y IT en los CNC obtenidos de BAV, PTP y BCA como se observa en la Figura 5.26 de la
concentracion del 65% peso de H2SOs, la celulosa I, también denominada celulosa nativa, se
obtiene de fuentes naturales como Aloe vera, pseudotallo de platano y bagazo de cafia de
azucar, la celulosa Il o celulosa regenerada, se obtiene por maceracién de hidréxido de sodio
acuoso de la celulosa I, sus diferencias entre una y otra es el acomodo de los atomos, la

celulosa I tiene en su empaquetado una direccion paralela y la celulosa Il antiparalela.

A partir de estos datos, todas las condiciones experimentales para las muestras de BAV
(Figuras 5.27 y 5.28); donde la fase o aparece a 14.26° (100), 15.24° (011), 18.65° (110),
20.63° (002), 21.80° (110) y la celulosa Ip a 13.80° (011), 14.27° (101), 14.85° (110),
16.66° (110), 18.74° (111), 20.27° (012), 22.98° (200). En el caso de la celulosa I, se puede
observar un mayor numero de sefiales, 12.26° (100), 14.94° (101), 17.18° (002), 19.92°
(110), 19.77° (120), 21.13° (102), y 21.58° (121). Lo mismo ocurre con el CNC obtenido
de la fuente PTP, Figuras 5.29 y 5.30, mostraron sefiales que coincidieron bien con las fases
Ia y IB, que se pueden observar a 15.42° (011), 18.65° (111), 20.22° (112), 21.80° (110),
y 13.80° (011), 14.27° (101), 14.85° (110), 16.66° (110), 22.98° (200), respectivamente. La
intensidad de estas sefiales varia segun las condiciones de sintesis, pero aun conserva la
cristalinidad de la celulosa 11 (100) a 12,26°. Mientras que BCA mostraron sefiales que
coincidieron bien con las fases Iy If y Il, que se observan a 12.22° (100), 14.94° (101),
15.42° (011), 16.66° (110), 16.77 (010), 17.18° (002), 19.92° (110), 21.80 (110), (22.98°
(200), como se observa en la figura (Figura 5.31 y 5.32), que resaltan las diferencias en la

composicién de cada biomasa para la obtencion de CNC.

93



Q
N

Intensidad (u.a)

b) CNC-BCACsest1s c) CNC-PTPC 65 t15

—~|pTPC_t. T =
a BCACGStISTZS 8 (6. e §
g * celulosa la 3 Q 2 ¥
o N
=T o& + celulosall ¥ =] =
88538% B 'g R © S
Siogid o2 ocelulosall 3 — S —_ =
LA E A N = 'S 7 4 g °
9549 99 ] I o c -
“9oga N5 1~ =~ a4 4
C)\—I‘_'HI *I °§ c * (D) \5 \:
theF o0 s () =
P Eon Q¥ ] A =
s S6 15 20 25 30 1% 6 (§rados
: grados
2 0 (grados)
d) CNC-BAVCestis
~N [y
CU. BAVC65t15T25 8
> &
N —_ +
ho) o
sl ~ o
S| S T
0 =
c
[
e
E=

30

iRy
o

15 20 . 25
2 0 (grados)

Figura 5.26 Difractograma de nanocelulosa obtenida con la concentracion de 65% peso de
H2SOa, temperatura 25 °C, y sus de convoluciones a) bagazo de Aloe vera, b) pseudotallo
de platano y c) bagazo de cafia de azlcar

94

30



a) CNC-BAVCustso

30

25

)

3

AO._”._U«, i)

’ o8

(0zD)o W M >

» N

; D

0 SSVW 52
o) (00T)x "%

T

10

15 20 25 30
20 (grados)

10

* celulosa la
+ celulosa Ip

(0021 (OTT)*
(0z0)o (oTT)* -~

(com)o(2TT)* ::zrzoai?

(200)* (0zT)o

(TID* (oroye ..

(210)+(TT0)*(TOT)O
(0T (TOT)+
(00T)*(TTO)+
(oot)0

30

d 0335

(0z1)
aovw
(TTO)+ +§

15 (gzroa

10

e n) pepisusaiul

30

[Te]
N ~~
[%2]
<
- o ULY-..A‘W.M m m
(TTT)« o)
- N
3 D
Q (Tomoy VN
o =
S (TTo)+
T
S
(e'n) pepisuaiu|
o
<
Lo
(42]
o
™
~—~
%)
o
ge)
Q®
-
=)
N
..................... oD
o\
Ln
—
o
—

("e'n) pepisuaiu|

b) CNC-BAVCasteo

* celulosa la
+ celulosa Ip

o celulosal ll

o o
(] ™
o S &5
_ o o
(0ogH A e (002)+ g
(com)o l 85 ; R5
6l - (zTO)+ —~
D (<]
o ﬁon wN O (TTok R
) — o —
o g
< (oot)o
= \ .
(e'n) pepisuaiu|
o
™
n
(2]
(002)+ o)
S
(200)« I
)
(oTT)+, D
O ! 52
o (oTpH - -
_I5 (00T)0

(e'n) pepisuaiu| =

(tzT)0

(002)+(0TT)*

O1D)* (ZoT)O ----
(ToT)*(2TT)*

(200)* (0z1)0

(ot

(210)+ (TI0)* (101)0
(0OTDH(ToD)+
(ooT)*(TTO)+
(ooT)o

(e'n) pepisuaiu|

25 30 35 40
2 0 (grados)

20

15

10

Figura 5.27 Difractograma de cristales de nanocelulosa de bagazo de Aloe vera y su

deconvolucion de los diferentes pardmetros de sintesis, concentracion temperatura y

ion, a) BAVCustzo y b) BAVCasteo

tiempos de reacci

95



a) CNC-BAVCss tao

01D« _,

30

20 25
20 (grados)

15

10

20 25 30
20 (grados)

15

0

* celulosa la
+ celulosa Ip

o celulosalll

(002)+(0TT)*
(0z0)0 (oz1)o -

0zD°z0%)0
(co0)o(zoT)+ -
(o1T)* (CTO)+ ---
(oTD)a0ZD* " z00)0
(TTT)* MOHHW+
~ 7 (0T0)x(TT0)*
(oTD)+
(TOT)+
(0oT)*

("e'n) pepisuaiu|

15 20, 25 30
20 (grados)

10

30

20 25 30 35 40 " 59giados)
2 0 (grados)

15

10

b) CNC-BAVCssteo

3 8
S (
S (0] ) L o
o® — o®
e ~2
D D
52 C B 52
— ) —
10 (TT0)+ A
(V] N
o T w
- (e'n) pepisuaiu|
3 S
&~ &~
” B »
) (002)++ @ S
Qs (tz)e N o
) TTD+: 2
@ (OTT)* g @
9 O (TODH N
¥ Gon
TTO+
S = S
(e'n) pepisual
o
<
To}
(42]
o
™
~
%)
95
N
(]
LS
] 2
(ToT)* (2TD)* o
(0zT)o ND
(TTT)+(200) ~
TTT)+(200)0
oTT)+
(TT0)* Mﬁodwo [To)
(otp)+ (TOT)+ =
(00T)* (TTOM
(ooT)o
o
—

("e'n) pepisuaiu|

Figura 5.28 Difractograma de cristales de nanocelulosa de bagazo de Aloe vera y su
deconvolucion de los diferentes pardmetros de sintesis, concentracion temperatura y

tiempos de reaccion, a) BAVCsstzo y b) BAVCsstso

96



a) CNC-PTPCustzo

(oTD)*
Gl
o Ao:vw
0 (TTO)H+
T

(002)+
(otT)O
o (TT0)«
o
_|5 (oot)o

(e'n) pepisualu|

* celulosa lo
+ celulosa I

o celulosalll

(To2)*

(T2T)0
(1120 (17 )+
(020)° (OTT)*
(tom)+ (cTD)*
(o11)° (0ZT)0

(0o02)+

(otTT)+

(TT0)* (T0T)0
(oTp+ (ToT)+
(oTT)+(TTO)M+

15 20 25 30 10 15 20 25 30
20 (grados) 20 (grados)

10

(002)«
@I
Ao:vﬁ
m (T
(oot)0
T2

e n) pepisualu]

(e'n) pepisualu|

('e'n) pepisuay

30

25

15 20 25 30 0 15
20 (grados)

0

—

40

25 30

20
2 0 (grados)

20
20 (grados)

b) CNC-PTPCusteo

30

20 (gzpadosz)5

(oz1)o
(zo0)o

15

10

e n) pepisusalul

30

25

)
(002)« o
<
(2TD)« & 5
(oTT)+ 4
1% . 9
S (tot)
0 (ooT)0
T o
—

(e'n) pepisualu]

* celulosa la
+ celulosa Ip

o celulosalll

(otz)o

(ooz)o mmwm

(e

€ n) pepisualul

(0TD)*
(2TT)
(0TD)H+, ,
& '
o Aﬁﬁodvm,w
— 00T)O |

—~
<
—
—
~
*

(e'n) pepisuaiul

("e'n) pepisuaiyl

15 20 25 30 0 15 20 25 30
20 (grados) 20 (grados)

0

—

15 20 25 30 35 40
2 0 (grados)

10

Figura 5.29 Difractograma de cristales de nanocelulosa de pseudotallo de platano y su

deconvolucion de los diferentes parametros de sintesis, concentracion temperatura y

tiempos de reaccion, a) PTPCastzo y b) PTPCasteo

97



a) CNC-PTPCss tao

30

25

20
2 0 (grados)

15

8 8 8
| BN 2 an P B
[%) o - o
002)+: S (002)+ = S (002)+= °
N - Or o F S
(oo S8R © oo WSS ]5, (0TT)0 = 25
(T = > Y (ool ©
H D ks
e (e00)0 gt @ 8Hd+m«, ﬁnn_/u_ _.bZ Q (TT0)« 52
0 (TTO)x o (oTT)+" o Ao.oio
o _|2 _|2
o o o o
(e'n) pepisuau| - (e'n) pepisusiul ~ (e'n) pepisuajul (e'n) pepisuayu|
= 8 & 3
%\Qﬁ %\..b/ %\cﬁ &~
+ wn
(002) S S (002)+ S (002)+ S
0 . o® o8 <R o®
(etmO & N5 « Qo
oo ll 2 = 2 (ot)o >
010 { &l & I S (zoo)o @
o 2y | IR 10 () N $) N
2 (170)+ Nl = - o - o -
= n — (ooT)o
o o o
(e'n) pepisusyu| - (e'n) pepisusiu (e'n) pepisuaiu| =
S
3 @ — 3=
- — © @© ©
@ @© @© n N n
n N v To) o O O
2o 0 ™ ERERE
523 T OO
O OO o O O O
o o0 o S RS * + ©
* 4+ O 0
~ o
O
O (oTg)o
(Ten)o Qo W :N.mvo
(020)0 (OTT)* " 5o S (oTD)+* ..
(o100 o i smovo*sﬂ*.:
(Tom)*@ID= N o— © (Tom)s (1 Dx
5= D zZ (otT)o(02T)0
(zoo)o (0cT)0 O (TTD)+
MOSW* Q%U* N MOSW* (z00)o
TI0)*AT a T10)*(oTT)+
(011) Lo — (GTD+(TOT)0
(ooT)*(TOT)+
(oot)o (TTOM+
o
-

10

("e'n) pepisualy| ("e'n) pepisuaiu|

98

tiempos de reaccion, a) PTPCsstsg y b) PTPCssteo
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5.3.4 Tamafo de cristalita y % de cristalinidad.

Es de suma importancia conocer el tamafio de cristal e indice de cristalinidad de la
nanocelulosa obtenida de los diferentes residuos lignocelulésicos, ya que con estas
caracteristicas se podra definir los parametros éptimos para su aislamiento y posterior sintesis
de los hidrogeles. La cristalinidad de las reflexiones de celulosa se analiz6 mediante la
deconvolucion de las sefiales en el intervalo 6-26 de 10-30°, utilizando el método gaussiano.
Las sefiales de difraccion caracteristicas, correspondientes a los diferentes tipos de celulosa
bajo diversas condiciones experimentales, permitieron determinar la celulosa nanocristalina
(CNC), asi como el tamafio de cristalito y el indice de cristalinidad (I1C). Estos resultados se
presentan en la Tabla 5. La deconvolucion de las sefiales proporciona una estimacion mas
fiable de la cristalinidad; las sefiales se ajustaron a funciones gaussianas y el indice de
cristalinidad se calcul6 mediante la ecuacion de Segal; véanse también las figuras de

deconvolucion, Figuras 5.26-5.32).

Los CNC de PTP mostr6 un porcentaje de cristalinidad del 72.47 al 97.58% en las
condiciones evaluadas. Estos valores son superiores a los reportados por Mishra et al., cuyos
valores de cristalinidad se situaron en torno al 62.18% mediante extraccion de céscara de
platano [126], o a los reportados por Merais et al., con valores del 65.60 % y el 75.37% para
otras especies de platano: M. acuminata y M. balbisiana [127]. Los CNC sintetizado a partir
de BAV mostr6 un porcentaje de cristalinidad que oscila de 70.67 al 89.66%. La celulosa
nanocristalina del BCA presenta valores mas altos en comparacion al BAV de 70.13 a
95.50% pero mas pequerfios al ser comparados con los valores de cristalinidad obtenidos del
pseudotallo de platano el cual mostro valores mas altos en comparacion con los CNC del
bagazo de Aloe vera y bagazo de cafia de azucar, lo cual puede correlacionarse con la
composicion de cada fuente [128]. Como era de esperar, esta combinacion de biomasa para
obtener CNC y las condiciones de sintesis puede modular el porcentaje de cristalinidad final.
Por ejemplo, el CNC de la cascara de arroz mostro un 72% de cristalinidad cuando se
combind la hidrolisis acida quimica con homogenizacion a presion, pero se redujo a presion
atmosférica [129]; mientras que el CNC del bagazo de acai (Euterpe oleracea) present6 un
porcentaje de cristalinidad del 62% cuando se mezclaron diferentes proporciones de reactivos
quimicos (H2SO4/HCI) durante la hidrélisis acida [130].
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Muestra

CastaoT2s
CustaoTa0
CastaoTas
Custao Tso
CusteoT2s
Custeo T 0
CusteoTas
Custeo Ts0
Csstao T 25
Csstao T 40
Cosstao T 45
Csstao Ts0
CossteoT2s
CosteoT4o
CosteoT4s
CssteoTso

CestisT2s

Tabla 5.14 Tamafio de cristalita y % de cristalinidad de la nanocelulosa.

CNC-PTP
Tamafio de % de
cristal (nm) cristalinidad
36.5 73.13
37.2 72.47
315 76.12
33.1 87.76
36.3 83.92
43.7 93.60
42.4 86.79
40.2 81.47
33.1 77.86
33.5 76.33
23.4 87.64
31.2 97.58
385 79.66
68.3 88.41
43.2 88.47
49.1 87.46
40.0 81.9

CNC-BAV
Tamano de % de
cristal (nm) cristalinidad
30.7 88.97
27.2 72.68
34.0 88.88
27.5 89.66
32.0 85.19
35.7 88.33
28.1 73.13
28.7 70.67
31.1 88.52
33.4 88.01
34.9 81.74
33.6 78.91
36.2 83.93
32.2 82.64
375 73.08
39.1 86.07
28.0 85.08

CNC-BCA
Tamafo de % de
cristal (nm) cristalinidad
30.2 72.07
31.9 82.66
30.2 70.13
37.0 84.47
334 87.50
34.2 82.05
37.6 92.12
34.1 90.81
36.0 92.50
30.6 79.92
31.4 85.32
31.1 80.31
36.1 73.80
37.7 81.79
37.9 78.61
34.5 85.1
34.6 70.22

Por otro lado, el tiempo de reaccion es un factor importante en los tratamientos de hidrélisis,

un tiempo mas corto puede resultar en la eliminacion parcial de las regiones amorfas, y un

tiempo mas largo influye en un menor rendimiento y una mejor eliminacién de las regiones

amorfas [130]. Durante el tratamiento quimico con acido sulfurico (H2SO4), este reacciona

con la region amorfa de las fibras de BAV, PTP y BCA provocando la ruptura hidrolitica de

los enlaces glucosidicos y la liberacion de cristales individuales, lo que a su vez provoca el

crecimiento de monocristales que contribuyen al aumento de la cristalinidad [131, 132]. Es

evidente que es necesario controlar la concentracion de la solucion acida y la temperatura de

reaccion para obtener el maximo porcentaje de cristalinidad. Por ejemplo, el CNC de PTP en

CastzoTso mostrd una cristalinidad del 87.76%, que aumentd a aproximadamente el 97.58%

para CsstapTso. La temperatura no mostro una tendencia clara en la cristalinidad. La Tabla
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5.14 tambien presenta el tamafio de cristal calculado mediante la ecuacion de Scherrer. Para
la muestra CNC-PTP, el tamafio obtenido se encuentra en el intervalo de 23.40 a 68.30 nm,
para la muestra CNC-BAV, de 27.20 a 39.10 nm y para la muestra CNC-BCA 30.20 a 37.90
nm. Los resultados confirman que el aislamiento de CNC de estas fuentes es eficiente cuando
se optimizan las condiciones de sintesis. En este caso, la cristalinidad maxima en todas las

muestras alcanzo el 97,58 % en las condiciones de CsstsoTso.

5.3.5 Microscopia electrénica de barrido (MEB).

Se caracterizd la nanocelulosa obtenida por microscopia electronica de barrido, en sus
diferentes concentraciones de H2SO4 45, 55 y 65% peso, sus diferentes temperaturas 25, 40,
45 y 50 °C y tiempos de reaccion 15, 30 y 60 minutos, para observar el cambio en la
morfologia de cada una de las biomasas lignoceluldsicas después del tratamiento con acido
sulfarico en sus diferentes temperaturas y concentraciones. Las diferentes biomasas
presentaron diversidad de tamafios y aglomeracién de las fibras, lo cual se puede atribuir a
su fuente de extraccion. El analisis de las muestras tratadas con sus diferentes tratamientos
(4cido sulftrico H2SOa al 45, 55 'y 65% peso, temperaturas de 25, 40, 45 0 50 °C y tiempo de
reaccion de 15, 30 y 60 min), permitio evaluar el efecto de estas condiciones sobre la
morfologia de los cristales de nanocelulosa CNC (Figuras 5.33-5.39). Se puede observar que
las micrografias de las muestras de CNC que presentan la mayor fragmentacion fueron las
de la muestra CNC-PTP al 55% en peso, 50 °C y 30 min. Esta muestra también present6 una
notable aglomeracion de fibras en forma de escamas, atribuido a los fuertes enlaces de
hidrégeno formado en las fibras durante el proceso de secado [133]. Las micrografias de Aloe
vera (Figuras 5.34 y 5.35), en diferentes condiciones de tratamiento, revelaron la presencia
de nanocristales y nanofibras que se aglomeran formando escamas de condiciones variables
(entre 0.11 y 100 um). La nanocelulosa obtenida del pseudotallo de platano se observa en las
Figuras 5.36 y 5.37, se observaron microfibras de 0.44 pm. Estas se aglomeraron formando
fibras mas grandes, de hasta 25.73 um, ademas también se pueden observar pequefias
escamas u hojuelas conformadas por regiones cristalinas de la nanocelulosa obtenida. La
nanocelulosa obtenida del bagazo de cafia de azlcar se observa en las micrografias de las
Figuras 5.38 y 5.39, también se logra apreciar diversidad en el tamafio de la nanocelulosa
obtenida, escamas u hojuelas y fibras de mayor tamafio conformadas por la aglomeracién de

nanofibras y nanoparticulas de celulosa. De acuerdo con estudios previos, la temperatura
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influye directamente en la morfologia; el aumento de temperatura genera una desfibrilacion
parcial y la apertura de los haces de fibras a medida que se incrementa, como se puede
observar en las diferentes muestras [134].

En este contexto, la desfibrilacion provoca la degradacién de los enlaces glicésido y éter en
la celulosa, eliminando algunas regiones amorfas durante la interaccion con los iones
hidronio (H") que se liberan durante la hidrolisis acida. Asi, las fibras de celulosa se
fragmentan en fibrillas finas; es decir, la eliminacidn de estas secciones amorfas permitid
obtener un material mas cristalino. En general, los resultados obtenidos confirman que las
condiciones aplicadas fueron eficientes para provocar cambios en la superficie del material
para el aislamiento de celulosa de ambos tipos de biomasa. Los estudios morfoldgicos
concordaron con otro trabajo reportado [114], donde la eliminacion de hemicelulosa, pectina

y lignina provocé cambios importantes en los aspectos morfoldgicos del CNC.

Figura 5.33 Micrografias de nanocelulosa tratadas con H2SO4 (65% peso), temperatura (25
°C), tiempo de reaccion (15 min) a) bagazo de Aloe vera, b) pseudotallo de platano y C)
bagazo de cafia de azUcar.
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Figura 5.34 Micrografias de cristales de nanocelulosa de bagazo de Aloe vera tratadas con
diferentes condiciones de concentracion de H.SO4, temperatura y tiempo de reaccion: a-d)
BAVCastzo y e-h) BAVCasteo
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Figura 5.35 Micrografias de cristales de nanocelulosa de bagazo de Aloe vera tratadas con
diferentes condiciones de concentracion de H.SO4, temperatura y tiempo de reaccion: a-d)
BAVCsstzo y e-h) BAVCssteo
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Figura 5.36 Micrografias de cristales de nanocelulosa de pseudotallo de platano tratadas
con diferentes condiciones de concentracion de H2SO4, temperatura y tiempo de reaccion:
a-d) PTPCustzo y e-h) PTPCustso
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Figura 5.37 Micrografias de cristales de nanocelulosa de pseudotallo de platano tratadas
con diferentes condiciones de concentracion de H2SO4, temperatura y tiempo de reaccion:
a-d) PTPCsstso y e-h) PTPCssteo
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Figura 5.38 Micrografias de cristales de nanocelulosa de bagazo de cafia de azUcar tratadas
con diferentes condiciones de concentracion de H2SO4, temperatura y tiempo de reaccion:
a-d) BCACstso y e-h) BCACasteo
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Figura 5.39 Micrografias de cristales de nanocelulosa de bagazo de cafia de azlcar tratadas
con diferentes condiciones de concentracion de H2SO4, temperatura y tiempo de reaccion:
a-d) BCACsstzo y e-h) BCACsstso




5.3.6 Dispersion dinamica de luz (DLS).

Mediante esta técnica se logra obtener un promedio del didmetro hidrodindmico de las
particulas de nanocelulosa extraidas de las biomasas obtenidas de residuos agroindustriales.
Despues del proceso de didlisis para eliminar el H.SO4 de los CNC, se analizé mediante
dispersion dindmica de luz (DLS). Es bien sabido que la nanocelulosa se aglomera facilmente
al dispersarse en solucion acuosa; por lo tanto, es crucial determinar el tiempo de ultra
sonicacion y las diluciones para evaluar soluciones estables [135]. Tras analizar diferentes
tiempos de sonicacion, la solucién mas estable se obtuvo tras 60 min de ultrasonicacion [136,
137]. Ademas, se evaluaron diferentes diluciones, obteniéndose una alta dispersion con una
dilucion de 1023, para su posterior analisis (Figura 5.40). Esta dilucion es el medio para
evaluar el comportamiento de la nanocelulosa mediante el movimiento browniano. En la
Tabla 5.15 se observa el diametro hidrodinamico promedio de la nanocelulosa extraida de

las diferentes biomasas, con las diferentes concentraciones y temperaturas.

diluciones

Figura 5.40 Dispersion de nanocelulosa en solucién acuosa para su evaluacion mediante
DLS.

Al comparar las tres fuentes para obtener CNC, se observé que las muestras de BAV
muestran una tendencia a disminuir el diametro hidrodinamico en comparacion con las de
PTP. Por ejemplo, se encontré que los tamafios de didmetro hidrodinamico bajo en BAV eran
aproximadamente 38.50, 34.60, 37.50 y 34.50 nm para las muestras CsstoT2s, CsstsoTao,
CsstaoTas y CsstaoTso, respectivamente, mientras que el diametro hidrodinamico mas alto se
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observo con CNC-BAV 45% peso, 30 min, a 52.20 (25 °C), 43.60 (40 °C), 45.60 (45 °C) y
58.80 nm (50 °C). Por otro lado, el didmetro hidrodindmico para aislar CNC de PTP se
obtuvo, en el mejor de los casos, con CNC-PTP 55% peso, 60 min, 35.4 (25 °C), 40.60 (40
°C), 40.60 (45 °C) y 40.1 nm (50 °C), y el mayor tamario se obtuvo con las muestras CNC-
PTP 45 % peso, 30 min, con diametros hidrodinamicos de 56.40, 52.40, 40.20 y 46.20 nm,
cuando se utilizaron temperaturas de 25, 40, 45 0 50 °C durante el tratamiento acido. Mientras
tanto, BCA presento el menor tamafo a CssteoT25 (39.6) CssteoT40 (37.3) Y CasteoT40 (37.2) y

el mayor tamafo se obtuvo en la muestra CsstsoT25 (47.5).

En pseudotallo de platano y bagazo de cafia de azlcar, se puede observar que en la
concentracion del 45% en sus diferentes condiciones de nanocelulosa, la que presentd menor
tamanio fue la de BCA con un tiempo de reaccion de 60 minutos y 40 °C, obteniéndose un
tamano de radio hidrodindmico de 37.7 nm, bagazo de Aloe vera, present6 un tamafio de 39.1
nm en la condicién de 60 minutos 25 °C y pseudotallo de platano en 40.6 nm en 60 minutos
40 °C en la misma concentracion, en la muestra de 55% de H>SOa, el tamafio aumenta con
el tiempo de reaccion para bagazo de Aloe vera, en bagazo de cafia de azlcar y pseudotallo
de platano el tamafio del radio hidrodindmico de la nanocelulosa disminuye al aumentar el
tiempo de reaccion y en la concentracion de 65% H2>SOs, el didmetro oscila en 40-41 nm para

las 3 biomasas.

Los analisis DLS indican que el tamafio promedio de las nanoparticulas de celulosa varia
entre 30 y 60 nm, aunque los histogramas muestran barras que presentan algunas particulas
con diametros entre 10 y 200 nm (Figuras 5.41-5.43). Considerando el tamafio del diametro
hidrodinamico, el intervalo confirma que la nanocelulosa fue aislada exitosamente [138].
Ademas, comparado con otras fuentes, los resultados demuestran que los valores promedio
del didmetro hidrodindmico son menores a aquellos del pseudotallo de platano (85-125 nm)
[139] y la biomasa de la cascara de la mazorca de cacao de 41 a 155 nm [140]. Con respecto
al indice de polidispersidad (PDI), la nanocelulosa obtenida exhibi6 valores de PDI de 0.20
a 0.71. Aunque pocas muestras alcanzaron el valor maximo, esto sugiere una baja
polidispersidad general [141]. Como es sabido, valores cercanos a cero se refieren a
monodisperso, mientras que uno se asigna a polidisperso. Los valores de PDI son

comparables a aquellos obtenidos en el aislamiento de celulosa de fruto de Butia reportado
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previamente (PDI1=0.20); sin embargo, las muestras muestran una distribucién homogénea
del tamafio de particula [142].

Es importante sefialar que esta técnica mide el radio hidrodindmico de particulas esféricas, la
nanocelulosa se encuentra en forma de aguja, por lo que estos resultados se toman solo como
referencia, ademas durante el proceso de preparacion de diluciones y dispersion de las
particulas en bafio ultrasonico puede presentar ineficiencia, surgiendo una aglomeracion de
particulas y cambiando el tamafio de cada una de ellas, ya que en publicaciones recientes se
ha reportado que la nanocelulosa cristalina tiende a aglomerarse durante el tiempo que
transcurre para su medicion y el valor obtenido suele no ser el real, sin embargo nos permite

corroborar que es posible obtener celulosa con tamafios nanométricos.

Tabla 5.15 Diametro hidrodindmico de la nanocelulosa obtenida de las diferentes biomasas.

Diametro (nm)

MUESTRA
BAV PTP BCA
Csst30T25 58.8 46.5 43.00
CastsoTao 45.6 50.2 38.8
Cuast30T 45 43.6 52.4 41.5
Csst30Ts0 52.2 56.4 40.1
CssteoT2s 39.1 45.8 47.0
Cuasteo T 40 44.1 46.1 37.2
Cuasteo T 45 414 40.6 40.0
CusteoTs0 41.1 42.1 44.2
CsstaoT2s 34.5 43.8 47.5
CsstaoT 40 37.5 47.4 41.2
Csst3oTas 34.6 45.1 44.3
Csst30Ts0 38.5 43.3 45.1
CssteoT2s 37.9 40.1 39.6
CssteoT40 41.4 40.6 37.3
CssteoTas 46.1 40.6 44.3
CssteoTso 42.6 35.4 41.9
CestisT2s 40.6 40.1 41.4
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Figura 5.42 Histogramas de distribucion del diametro hidrodindmico de CNC de PTP
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Figura 5.43 Histogramas de distribucion del diametro hidrodinamico de CNC de BCA
obtenidos a diferentes concentraciones, tiempos de reaccion y temperaturas a) BAVCastso
(b) BCACsteo ¢) BCACsstz0, (d) BCACsstso y €) BCACsst15T2s.
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5.4 Sintesis de nanoparticulas de plata NPsAg.

La sintesis verde de nanoparticulas de plata, utilizando extracto acuoso de hojas de Annona
muricata brinda un enfoque sostenible, respetuoso y amigable con el medio ambiente, esta
planta contiene compuestos organicos qué permiten la reduccién y estabilizacion de la plata
en su tamafio nanométrico, esta técnica permite obtener resultados en menor tiempo,

minimizando costos en comparacion con la sintesis quimica.

En la metodologia propuesta anteriormente, se puede verificar la presencia de las
nanoparticulas de plata, cuando a la disolucion de AgNOsz en sus concentracionesde 1,2y 3
milmolar, se le agrega el extracto acuoso de hojas de Annona muricata, esta disolucion sufre
un cambio de coloracion de color amarillo a café y posteriormente negro, el cual indica la

reduccion de la plata a nanoparticulas, como se muestra en la Figura 5.44 y 5.45.

Figura 5.44 Sintesis de NPsAg, utilizando un método verde con extracto acuoso de Annona
muricata.

Figura 5.45 Obtencidn de nanoparticulas de plata.
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5.4.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Se caracterizaron las hojas de Annona muricata y las nanoparticulas de plata sintetizadas
mediante el método verde, para conocer los grupos funcionales presentes en las biomoléculas
responsables de la biosintesis y reduccion de los iones de plata (Figura 5.46), en este espectro
se pueden observar diferentes sefiales a diferentes numeros de onda; la sefial amplia
observada en la banda de 3307 cm™ se atribuye a los grupos OH del agua, también se debe a
la presencia de vibraciones del grupo carboxilico y amidas primarias de las proteinas,
también se atribuyen al estiramiento —OH debido a la presencia de fenoles y flavonoides
[143], las sefiales en 2918 cm™ corresponden al grupo N-H tension de aminas; 2854 cm™
correspondientes a compuestos aromaticos y también a los grupos funcionales C-H, tensién
de alcanos [143]; en la sefial de 1735 cm™ se debe a la presencia de grupos C—H de los
carbohidratos [144]; las vibraciones de estiramiento en 1628 cm™ se atribuyeron al
estiramiento N-H y C=0 de los enlaces amina y amida asociados con las moléculas de
proteina [145], C=0 enlaces carbonilos. La sefial encontrada en 1100 cm?, se asocia
principalmente a los carbohidratos; La banda de absorcion observada en 1018 cm™ se debe a
las vibraciones de estiramiento C-O de los grupos alcohdlicos. La reduccion y proteccion de
los iones de plata en NPsAg puede atribuirse a los fenoles, proteinas, grupos amino, alcanos,
alquenos y flavonoides presentes en el extracto acuoso, la sefial 1418 cm-! también se asign6
a la vibracion de estiramiento N-H de las proteinas [146], también la sefial en 604 cm-!
muestra la presencia de enlaces del grupo C-N que son una extension de los enlaces amida

en las proteinas [143].
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Figura 5.46 Espectros de FTIR, sintesis de NPsAg con extracto acuoso de Annona muricata.

5.4.2 Microscopia electrénica de transmision (MET).

Las nanoparticulas de plata fueron analizadas mediante microscopia electrénica de
transmision para conocer su estructura, en sus diferentes concentraciones de AgNOs,
utilizados durante el proceso de sintesis, en la Figura 5.47 se pueden observar formas
esféricas y tamafios de particulas que oscilan entre 12.59 y 73.46 nm, estos tamafios también
han sido reportados por diversos autores [147]. La variabilidad en el tamafio de
nanoparticulas se puede atribuir en la concentracién de AgNOs [148] como a la naturaleza
del extracto vegetal, el cual contiene diversos metabolitos bioactivos como flavonoides,
taninos alcaloides y acidos fendlicos que participan en la reduccion de Ag™ y estabilizacion
de las particulas formadas, la presencia de los aglomerados sugiere una posible interaccion
entre particulas por fuerzas fisico-quimicas (van der Waals, enlaces de H). A mayor
concentracion de AgNOs, se observa un aumento en el tamafio y nimero de aglomeraciones,
lo cual coincide con el comportamiento de sintesis biogenica no controlada; sin embargo, se
observa que las particulas mas pequefias indican que el extracto tiene capacidad de

nucleacién mas rapida.
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Figura 5.47 Micrografias TEM, de las NPsAg en sus diferentes concentraciones a) 1 mM,
b) 2 mMyc)3 mM.
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5.4.3 Difraccion de rayos X (DRX).

Se analiza las NPsAg de la concentracién 1, 2 y 3 milimolar mediante difraccion de rayos X
y se obtuvieron sefiales cristalinas del sistema cubico centrado en las caras de plata metalica
(JCPDS 00-004-0783), en los planos (111), (200), (220), (311) y (222) en el angulo 26 de
38.16 °,44.30°,64.48 °, 77.82° y 81.75 ° respectivamente [145] como se muestra en la Figura
5.48, observandose un mayor crecimiento de nanoparticulas en el plano (111). También se
logran apreciar, algunas sefiales adicionales en el angulo 2 6 como: 28.02 °, 32.44 ° y 46.25°
correspondientes al acido ascorbico presente en el extracto [149], las sefiales en el angulo de
20 29.31, 34.56, 55.08, 57.65, 69.01, 85.74° se atribuyen a la cristalizacion de compuestos
organicos responsables de cubrir y estabilizar las nanoparticulas de plata. Diversos autores
han informado el éxito de la sintesis verde usando extractos acuosos de diversas especies de
la familia Annonéceae en la formacion de nanoparticulas [150] , También se han obtenido
extractos de diversas partes de estas plantas, éstos contienen compuestos antioxidantes,
flavonoides, fenoles, acetogeninas y presencia de &cido ascérbico [151, 152]. Asi mismo se
informa la variedad de extractos acuosos de otras plantas, la presencia de alcaloides,
esteroides, saponinas esteroidales, glicoproteinas [153-156], flavonoides, acido ascorbico,
acido fendlico y aminodacidos [157] correspondientes al extracto, los cuales pueden ser

visibles en los espectros de difraccion de rayos X [155, 158].

3 milmolar

Intensidad (u.a)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

2 0 (grados)

Figura 5.48 Difractograma de NPsAg en sus diferentes concentraciones.
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5.4.4 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis).

Las propiedades Opticas de las nanoparticulas de plata fueron analizadas mediante
espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible. En la Figura 5.49 se puede observar la
reduccion de los iones de Ag*a AgP. Esto se relaciona al método de sintesis verde utilizado
y ocurre gracias a la capacidad que poseen los componentes celulares o extracelulares,
proteinas, carbohidratos, fenoles y metabolitos los cuales aportan electrones a los cationes de
los metales, llevandolos a una forma metalica con carga cero y escala nanométrica. Las
nanoparticulas de plata presentan sus bandas de absorcion en dependencia de los electrones
libres de la superficie dentro de un potencial de coulomb, formado por el nicleo idnico de la
nanoparticula cargado positivamente al que se le denomina resonancia del plasmén de la
superficie (RPS). La resonancia del plasmoén de superficie depende de factores como;
concentracion de las nanoparticulas, distribucion espacial, propiedades de la matriz que
rodean a las nanoparticulas, tamafio y forma [147]. Las sefiales observadas en la longitud de
onda de absorcion méxima (A méax.) se encuentran a 413 nm en la concentracion de
Imilimolar y 555 nm en las concentraciones de 2 y 3 milimolar de la resonancia de plasmén
superficial localizado. La banda plasmonica de una suspension de nanoparticulas de plata
puede estar relacionada con alguna caracteristica morfoldgica de la muestra, por lo que
cuanto mayor es el diametro de las esferas de NpsAg, més se desplaza hacia el rojo 1 maxy
cuanto mas polidispersa es la distribucion de tamafio, mayor es el valor FWHM.
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Figura 5.49 Espectros UV-vis de las NPsAg en sus diferentes concentraciones de sintesis.
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5.5 Hidrogeles.

Los hidrogeles de nanocelulosa, quitosano presentan una reticulacion quimica de enlaces
covalentes promovidos por el agente entrecruzante o reticulante acido citrico (Figura 5.50).
La nanocelulosa con grupos -OH en su superficie, el quitosano con grupos -OH y -NH>
derivados de la desacetilacion de la quitina y el &cido citrico con grupos carboxilo -COOH.
Formacion de enlaces éster: Los grupos hidroxilo (-OH) de la nanocelulosa y del quitosano
reaccionan con los grupos carboxilo del acido citrico para formar enlaces éster (-CO-O-):

R-OH + HOOC-R’-COOH R-O-CO-R’+H20

celulosa +  &cido citrico

Posible formacion de enlaces amida:
Los grupos amino (-NH>) del quitosano pueden reaccionar con los grupos carboxilo del cido
citrico para formar enlaces amida(-CO-NH-):

R-NH; + HOOC-R’ R-NH-CO-R’+H,0

Quitosano + &cido citrico

Cuando los grupos funcionales reaccionan entre si, se forma la red tridimensional
entrecruzada, el grado de entrecruzamiento determina la capacidad de hinchamiento,

porosidad y la difusion de las nanoparticulas de plata

MECANISMO DE SINTESIS DE HIDROGELES

NANOCELULOSA

QUITOSANO

J

Afﬁ\l’TE ENTRECRUZANTE
Acmoo ciImco

H
o} o
HO OH

Figura 5.50 Mecanismo de reaccidn de la sintesis de hidrogeles.
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Los hidrogeles se sintetizan con la metodologia propuesta anteriormente, se eligio la
nanocelulosa con base al porcentaje de cristalinidad para la sintesis de los hidrogeles de las
3 concentraciones en las 3 biomasas, la concentracion del 65% con 15 minutos de reaccion
y 25 °C no tuvo que ser comparada con mas tiempo y temperatura, ya que se degradaba, por
lo tanto, sirvié como punto de partida en la sintesis de los hidrogeles, sintetizandose en tres
proporciones con el quitosano y de esta forma obtener una formulacion adecuada para ser
caracterizada y analizada como se muestra en la Figura.5.51, la proporcion 1:1 de celulosa
con quitosano, presenta fragilidad después de ser secada, por lo que no es adecuada para el
uso como apésito de hidrogel, la proporcion 1:1.5, también muestra fragilidad en
comparacion con la proporcion, 1:2, debido a estas caracteristicas se estardn formulando los
hidrogeles con estas proporciones.

Figura 5.51 Hidrogeles de celulosa quitosano con diferentes proporciones, a)1:1, b)1:1.5y
c)1:2

5.5.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Quitosano.

El espectro obtenido del quitosano mostré grupos funcionales caracteristicos de este
polimero (Fig. 5.52). Se observa una sefial de absorcion que corresponde al nimero de onda
3351 cm™ que indica el estiramiento de la vibracion del grupo NH, vibracion de estiramiento
del grupo OH y enlaces de hidrégeno intramoleculares. La sefial de absorcidn observada entre
2904-2854 cm™ corresponden a estiramientos simétricos y asimétricos de del grupo funcional
CH, la sefial ubicada en 1640 cm™ corresponden a la vibracion de estiramiento de los grupos
C=0 de la amida, en 1548 cm™ banda de absorcion correspondiente al grupo funcional NH

correspondiente a la amida 11, asi mismo la banda de absorcién de 1382 cm™ corresponde al
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estiramiento del grupo funcional CN de la amida Il que confirman la presencia de grupos
N-acetilo residuales [159, 160], la sefial de 1061cm™ estiramiento de la vibracion de puente
C-O-C; la sefal de absorcion ubicada en 1005 cm™ se atribuye a las vibraciones de
estiramiento de los grupos CO [161], los grupos funcionales C-O-C en la sefial 885 cm™ se

atribuyen a la quitina

acido citrico.

Se analizo el acido citrico mediante FTIR, para conocer los grupos funcionales presentes y
su interaccion como agente reticulante en la produccion de hidrogeles, se pudieron detectar
los siguientes grupos funcionales. La sefial de 3281cm™ se atribuye a los grupos OH del 4cido
citrico, las sefiales de 1690 cm™ y 1734 cm™ banda de absorcion caracteristica del
estiramiento del C=0 de los grupos carboxilos presentes en el acido citrico[162], la banda de
absorcion de 1034 cm estiramiento del grupo funcional C-O correspondiente a los grupos
carboxilo que se encuentra en el 4cido citrico [162].

Hidrogel de celulosa y quitosano

Los hidrogeles obtenidos de la sintesis de celulosa (BAV, BCA y PTP), quitosano y acido
citrico se estudiaron mediante FTIR, Figura 5.53.Las sefiales entre 3700 cm™ - 3100 cm™ se
puede ver una disminucion en la banda de absorcidn atribuido a los grupos funcionales OH
en la reaccion de esterificacion del acido citrico con la celulosa y quitosano [162, 163] , las
bandas de absorcion observadas en 2916 cm™ y 2844 cm corresponden a los estiramientos
simétricos y asimétricos de la celulosa y quitosano, la banda en 1737 cm™ es una sefial de
absorcion derivada del estiramiento de los grupos funcionales C=0 provenientes del grupo
carboxilo del acido citrico o del C=0 del grupo éster [163]; asi mismo, se observa una fuerte
banda de absorcion entre 1687-1640 cm™ atribuido a la vibracion de estiramiento de los
grupos C=0 de la amida en el quitosano, en la sefial de 1418-1400 cm corresponde al grupo
CH_ asimétrico presentes en la zona amorfa de celulosa I, la sefial de 1377 cm™ vibraciones
de flexion de los grupos de CO y CHs correspondiente a la zona amorfa de la celulosa,1167
cmt estiramiento asimétrico y simétrico de C-O-C en celulosa, 1135-1083 cm estiramiento

del enlace glicosidico C-O-C del quitosano, las sefiales entre 900-897 cm™ vibracion y
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Figura 5.52 Espectros de FTIR de celulosa, quitosano, &cido citrico e hidrogeles
sintetizados con las tres biomasas con la concentracion del 65% peso de H2SOa.
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Figura 5.53 Espectros de FTIR de hidrogeles sintetizados con las tres biomasas con la
concentracion del 45 y 55% peso de H2SOa.

5.5.2 Fraccion gel.

La fraccion gel es un parametro fundamental en la caracterizacién fisico-quimica de los
hidrogeles, refleja el grado de entrecruzamiento dentro de la red polimérica; este parametro
se obtuvo con la metodologia descrita anteriormente, los resultados obtenidos de la fraccion
gel de cada hidrogel se muestran en la Tabla 5.16 y 5.17, en ella se puede observar que los
valores obtenidos de cada hidrogel indican una alta eficiencia de reticulacién, presentando el
mayor grado de entrecruzamiento observado en el % de fraccion gel obtenido en los

hidrogeles de pseudotallo de platano (PTP) de entre 83-86%. Los hidrogeles de bagazo de

127



cafia de azUcar y bagazo de Aloe vera muestran un porcentaje de fraccion gel ligeramente

menores 75-81% y 77-81% respectivamente. Estos resultados afirman el papel del AC como

gente reticulante promoviendo procesos de esterificacion y contribuyendo a la red

tridimensional estable.

Tabla 5.16 Fraccion gel de los hidrogeles de BAV, PTP y BCA

Hidrogel

BAVH1
BAVH?
BAVH3
BAVH4
BAVHS5
PTPH6
PTPH7
PTPHS
PTPH9
PTPH10
BCAH11
BCAH12
BCAH13
BCAH14

BCAH15

Hidrogeles sin funcionalizar

% Porosidad

5345+ 1.24

55.09 £ 0.90

54.89 + 0.67

53.37 £ 6.28

50.68 + 6.07

58.20 + 1.46

60.77 £ 2.60

58.80 £ 0.97

57.37+0.86

55.55 + 0.37

51.37 £ 0.37

52.38+0.11

48.82 £0.14

50.62 + 0.06

52.02+0.32

Tamaro de poro

Kum

2.38+0.39

2.26 +0.39

2.53+0.55

3.15+£0.10

2.83+0.08

2.52 +0.87

2.60+0.34

2.81+0.28

245+0.11

1.38 +0.10

3.07 £0.37

2.70+0.11

2.76+0.14

2.71 +0.06

3.01+0.32

% Fraccion gel

81.91+2.86

79.13+1.42

78.19+1.85

77.93+1.88

77.09 +1.43

84.26 +1.81

85.94 + 1.86

83.45 + 2.67

86.60 *+ 2.62

85.06 + 2.88

81.58 +5.02

81.54 +£5.06

76.87 £5.33

75.00 £5.93

80.51 +5.29
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Tabla 5.17 Fraccion gel de los hidrogeles funcionalizados de BAV, PTP y BCA.

Hidrogeles funcionalizados (NPs)

Hidrogel % Porosidad Tamafo de poro % Fraccion gel
um

BAVHF1 57.76 + 3.05 10.93 + 0.69 85.18 + 2.89
BAVHF2 54.64 £ 5.08 11.02 £ 3.34 84.23 £1.83
BAVHF3 51.51+0.99 11.32+1.14 82.47 £ 2.05
BAVHF4 56.15 + 8.12 13.86 + 3.52 82.57 +2.09
BAVHF5 60.24 + 0.66 13.31+0.22 84.96 + 1.54
PTPHF6 51.99 + 3.56 12.05 + 0.66 84.68 + 0.90
PTPHF7 54.52 +5.38 12.69+1.60 85.46 + 1.03
PTPHFS8 56.99 + 0.72 11.85+ 2.17 84.20+1.11
PTPHF9 59.21 + 3.09 12.74 + 0.37 85.53+1.14
PTPHF10 58.13 + 0.03 11.58 + 2.15 84.35+1.16
BCAHF11 57.36 £ 4.50 10.30+ 1.45 83.68 £ 1.83
BCAHF12 54.11 +4.01 11.46 +1.32 83.72 +1.85
BCAHF13 57.34 +£5.35 12.85+1.29 82.12 +1.96
BCAHF14 59.83+ 81.90 13.51+0.98 81.29 + 2.17
BCAHF15 59.95 + 3.56 13.38+ 241 82.27£1.93

Posterior a la evaluacién de hidrogeles, se procedio a la funcionalizacién con NPsAg, para
su aplicacion como aposito en la industria médica, observandose un incremento en las de
bagazo de Aloe vera de 77.09 + 1.43 a 84.96 + 1.54 %, en bagazo de cafia de azucar de 76.87
+ 5.33 a 82.12 + 1.96 %, mientras que en pseudotallo de platano se mantiene una red
reticulada estable. La comparacion de hidrogeles con y sin NPsAg, mostro una tendencia
general al incremento o conservacion de la fraccion gel analizada, después de la
incorporacion de las nanoparticulas de plata. En el caso de los hidrogeles de BAV y BCA se
observa que las nanoparticulas de plata no solo no interfieren en la reticulacién de la red, si

no que podria favorecer interacciones fisicas o quimicas dentro de la estructura del hidrogel.
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En el caso de PTP los valores fueron elevados con o sin NPsAg lo cual indica una red
altamente reticulada. Estos resultados son similares a los reportados por Popescu et. al 2025
y Moreno Ruiz et. al. 2023, quienes describen la capacidad de las NPsAg de integrarse en
hidrogeles sin alterar la red de entrecruzamiento, permitiendo una reorganizacion fisica [164,
165].

5.5.3 Porosidad y tamafio de poro.

La porosidad es un parametro estructural clave en los hidrogeles, influye directamente en la
capacidad de absorcion, hinchamiento, difusion de solutos. Es la principal caracteristica de
los hidrogeles en aplicaciones biomédicas, debido a que influye en la estructura 3D y
propiedades de hinchamiento manteniendo sus propiedades estructurales, la interconexion y
tamanio de los poros juega un papel crucial para facilitar procesos de difusion efectivos; como
apositos en la cicatrizacion de heridas un tamafio de poro adecuado garantiza la
permeabilidad del aire, mientras que un tamafio excesivo incrementa el riesgo de
contaminacion bacteriana[166-168]. Estudios recientes afirman que el tamafio de poro
disminuye en relacion con una concentracion mayor de cristales de nanocelulosay se atribuye
a la reticulacion fisica como a la estructura rigida y similar a una varilla de los CNC. Sin
embargo, el aumento de la concentracion de CNC en la estructura de red dentro del hidrogel
se vuelve mas densa, lo que genera una mayor rigidez de las cadenas de polimero [169], la
porosidad minima necesaria para el intercambio de gases y el transporte de nutrientes es de
alrededor de 30-40 um [170]. Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion en el
% de porosidad de los hidrogeles aumento significativamente en BAV HF1 de 53.45 + 1.24
a57.76 + 3.05, BAVHF4 de 53.37 + 6.28 a 56.15 + 8.12, BAVHF5 de 50.68 + 6.07 a 60.24
+ 0.66, PTPHF9 57.37 £+ 0.86 a 59.21 + 3.09, PTPHF10 de 55.55 + 0.37 a 58.13 £ 0.03,
BCA1l de 51.37 £ 0.37 a 57.36 £ 4.50, BCA12 de 52.38 £ 0.11 a 54.11 + 4.01, BCA13 de
48.82 +0.14 a 57.34 + 5.35, BCA14 50.62 + 0.06 2 59.83 + 1.90, BCA15 de 52.02 + 0.32 a
59.95 + 3.56 y disminuye en los hidrogeles, BAVHF2 de 55.09 £ 0.90 a 54.64 + 5.08 ,
BAVHF3 de 54.89 + 0.67 a 51.51 + 0.99, PTPHF6 de 58.20 + 1.46 a 51.99 + 3.56 PTPHF7
de 60.77 £ 2.60 a 54.52 £ 5.38, PTPHF8 de 58.80 + 0.97 a 56.99 + 0.72 En los hidrogeles de
BAV y BCA la incorporacion de las nanoparticulas de plata incrementa significativamente
la porosidad en la mayoria de las muestras, se observa que en los hidrogeles de PTP la

tendencia es mas variable, con ligeras reducciones de porosidad, pero sin cambios drasticos,
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este comportamiento sugiere que las NPsAg, inducen a una reorganizacion morfoldgica
dentro de la matriz polimérica del hidrogel sin afectar significativamente su porosidad. La
incorporacion de las nanoparticulas de plata, obtenidas por el método verde en los hidrogeles
funcionalizados, incremento considerablemente el tamafio de poro en comparacién con los
hidrogeles sin funcionalizar, en todos los hidrogeles se observé un aumento de 3 a 10 um en
el tamafio promedio del poro Posterior a la funcionalizacion con NPsAg se observaron
cambios significativos en el tamafio de poro de todos los hidrogeles, observandose mayor
incremento en; BAVH1 de 2.38 2 10.93 um, PTPH6 de 2.52 a 12.05 um y BCAH15 de 3.01
a 13.38 um. Los resultados obtenidos evidencian un aumento en el tamafio de poro al
incorporar las NPsAg, la porosidad sin embargo se mantiene constante, la cual indica una

reorganizacion morfolégica mas que una perdida estructural

5.5.4 Determinacion del comportamiento de hinchamiento.

Se analizaron los hidrogeles seleccionados a diferentes pH con la finalidad de evaluar el
comportamiento de hinchazon que esta relacionado con el tamarfio y estructura del poro y
afectan su rendimiento e influyen en la absorcion de fluidos, liberacion de farmacos e
infiltracion celular [169], esta propiedad es favorable en la cicatrizacion de heridas, mantiene
humedad y previene la formacion de costras secas y evita dolor durante el cambio de apdsito
[171, 172]. En las primeras 6 h los hidrogeles muestran un hinchamiento relativamente
rapido, y gradualmente alcanzan un valor de equilibrio a las 12 h, esto se debe principalmente
a que presenta grupos funcionales NH y OH, el maximo hinchamiento de los hidrogeles se
observé a un pH 4 como se observa en la Figura 5.54 y se presenta en menor proporcién con
el de pH 10, el cual presenta los menores valores de hinchamiento, lo cual puede deberse a
diversos factores como; a pH &cido el quitosano se encuentra protonado (es decir, cargado
positivamente) y presenta una mayor solubilidad en agua. Sin embargo, a pH > 6,5, los grupos
amino del quitosano se desprotonan, lo que disminuye la solubilidad del polimero[173]

Los resultados anteriores confirmaron la sensibilidad al pH de los hidrogeles, la absorcion de

agua se atribuye principalmente a los grupos hidréfilos presentes en el hidrogel, asi como a

la repulsion electrostatica de los componentes, que mejora la retencion de agua, ademas el
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Figura 5.54 % de hinchamiento de los hidrogeles del 45, 55y 65 % peso a pH 4, 7 y 10.
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5.5.5 Microscopia electrénica de barrido (MEB).

Se observd la morfologia de los hidrogeles por medio de microscopia electronica de barrido,
esta técnica nos permite observar la morfologia de la superficie y la estructura de los poros.

Las micrografias observadas en los hidrogeles obtenidos de nanocelulosa proveniente de
BAV, BCA y PTP muestran poros interconectados, los enlaces de hidrogeno de las
moléculas de agua de la celulosa-quitosano y &cido citrico contribuyen a la estructura de los
hidrogeles [174]. Las imagenes MEB se tomaron en la superficie de los hidrogeles, como se
muestra en las Figuras 5.55 y 5.56 las cuales muestran una estructura porosa y rugosa; los
poros abiertos y las redes interconectadas son favorables en la ingenieria de tejidos, facilitan
la migracion, la union, proliferacion celular y transferencia de nutrientes [175], la superficie
observada, es favorable como apdsitos para heridas, debido a que absorberia los exudados de
la herida e intercambiaria facilmente oxigeno y nutrientes a través de sus poros[176]. Adema;
también, estos materiales presentan una superficie compacta o densa en algunas zonas, lo que
puede correlacionarse con una mayor reticulacion en la red de hidrogeles. La superficie
compacta y densa proporciona rigidez, por lo que la estructura puede mejorar las propiedades
mecanicas del hidrogel [177]. En las zonas restantes, el hidrogel presentaba una superficie
arrugada y poros de diferentes tamarfios correlacionados con la capacidad de retencion de
agua. La porosidad es la principal caracteristica de los hidrogeles para mantener sus
propiedades estructurales; la interconexion entre los poros y su tamafio tienen un papel
crucial a la hora de facilitar los procesos de difusion de los agentes. La porosidad de los
hidrogeles estudiados oscil6 entre el 50 y el 60 %; como puede observarse en la Tabla 6,
existen cambios en la porosidad en funcion de las condiciones de sintesis y su
funcionalizacién con NPsAg. Estos resultados concuerdan con otros materiales de apdsito
novedosos fabricados en los Gltimos afios, como el hidrogel de poloxamero utilizado para la
reepitelizacion de lesiones cutaneas; que presentd valores de porosidad entre 36.47 + 0.74 %
y 41.44 + 4.19 % [178]. Sin embargo, los valores de porosidad fueron inferiores en
comparacion con otros datos comunicados (Tabla 3). Este desajuste puede atribuirse a dos
factores: la cristalinidad de las muestras y la elevada reticulacion observada, que da lugar a
una superficie menos porosa. Estudios recientes afirman que el tamafio de poro disminuye
en relacién con una mayor concentracion de cristales de nanocelulosa, lo que genera un
cambio en el valor de porosidad atribuido a la reticulacion fisica, asi como a la estructura de

los CNCs. Sin embargo, con el aumento de la concentracion de CNC, la estructura de red
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dentro del hidrogel se hace mas densa, dando lugar a una mayor rigidez de las cadenas
poliméricas [169]. El tamafio medio de los poros para el hidrogel CNC-BAV oscil6 entre
2.26 a 10.93 um, entre 2.45 y 12.05 pum para el hidrogel CNC-PTP y entre 3.01 y 13.38 en
CNC-BCA. Segun la IUPAC, estos tamafios de poro () se clasifican como macroporos
porque tienen un tamafio superior a 50 nm [179], estos cambios en el tamarfio de poro entre
hidrogeles sin funcionalizar o funcionalizados también pueden ser apreciados en la

micrografias analizadas Figuras 5.55 y 5.56

Resultados similares fueron reportados por Muhammad Rizwan, el hidrogel sintetizado a
partir de celulosa de Acer platanoides exhibi6 tamafios de poros que van de 2 a 25 um. Los
autores descubrieron que una superficie porosa favorece una mayor capacidad de absorcion
y, en consecuencia, un mayor indice de hinchamiento [180]. En general, las estructuras
porosas del hidrogel en el rango de 3-20 um desempeiian un papel crucial en la mejora de la
proliferacion de queratinocitos epidérmicos y células de fibroblastos durante la cicatrizacion
debido a la distribucion de diferentes nutrientes solubles en el medio de cultivo o sustrato de
la herida entre las células. Aunque los tamafios de poro dentro del intervalo de 20 -125 um
pueden garantizar la permeabilidad al agua y ayudar a la regeneracion de la piel
proporcionando el oxigeno y los nutrientes necesarios para la adaptacion celular [120],
también pueden aumentar el riesgo de contaminacion bacteriana [181]. Asi pues, los
resultados obtenidos entran dentro del intervalo adecuado para ser utilizados como hidrogeles

para la cicatrizacion de heridas.
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Figura 5.55 Micrografias de hidrogeles de nanocelulosa, quitosano y acido citrico; a-e)
bagazo de Aloe vera, f-j) pseudotallo de platano y k-0) bagazo de cafia de azUcar.
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Figura 5.56 Micrografias de hidrogeles funcionalizados de nanocelulosa, quitosano y acido
citrico; (a-e) bagazo de Aloe vera, (f-j) pseudotallo de platano y (k-0) bagazo de cafia de
azucar.




5.4.5 Analisis termogravimétrico (TGA).

La degradacion térmica de los hidrogeles se analizd6 mediante andlisis termogravimétrico
(TGA) en un intervalo de temperaturas de 30 a 500 °C. Las propiedades de estabilidad
térmica de los hidrogeles se analizaron en términos de las relaciones de masa de los
componentes en varias etapas. Las curvas de TGA y termogravimetria derivada (DTG)
mostraron tres etapas principales de pérdida de peso (Figuras 5.57, 5.58 y 5.59). La primera
pérdida de peso (WL) localizada entre 30-150 °C corresponde a ~5 % de evaporacion de agua
interna en todos los hidrogeles. La segunda etapa de degradacion, de 155 a 280 °C, con una
mayor pérdida de peso indicada por DTG a 190 °C, se atribuy0 a la degradacion térmica de
la nanocelulosa, mostrando una pérdida de masa significativa de ~65 % y ~62 % para el
hidrogel H6 que esta compuesto por un 45 % de nanocelulosa de pseudotallo de platano y
H5 con un 55 % de nanocelulosa de pseudotallo de platano respectivamente, lo que
concordaba con otros trabajos reportados [182]. La tercera etapa de degradacion por
calentamiento se observé de 300 a 500 °C, lo que puede suponerse que es la descomposicion
oxidativa de la sustancia de carbono, comenzando el proceso de carbonizacion indicado por
DTG a la mayor temperatura de degradacion a ~345 °C. Como era de esperar, los hidrogeles
no mostraron diferencias significativas en la pérdida de masa, ya que s6lo se modificé la
concentracion de nanocelulosa. Las Figuras, muestran los termogramas de todas las muestras
de hidrogel y los componentes utilizados para su sintesis. En general, los hidrogeles son
estables hasta aproximadamente 200 °C; esta propiedad confirma gque estos materiales tienen
la estabilidad térmica requerida para su uso como apésito de heridas o, en su caso, para la

esterilizacion por vapor [183, 184].
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Figura 5.57 Analisis termogravimétrico (TGA) y termogravimetria derivada (DTG) de

hidrogeles de BAV.
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Figura 5.59 Analisis termogravimétrico (TGA) y termogravimetria derivada (DTG) de
hidrogeles de BCA.
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5.4.6 Ensayo de propiedades mecanicas

Estas propiedades se evallan mediante ensayos de tension, el cual permite obtener las
caracteristicas del comportamiento de la fragilidad, a través de esfuerzo contra deformacion,
esto sucede cuando se sujetan las mordazas a las probetas que seran analizadas y se aplica

una fuerza de tension para ser evaluadas como se muestra en la Figura. 5.60.

< T
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b 4 b _-— .
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La Figura 15 a-b muestra los datos del comportamiento mecanico bajo tension de las
muestras de hidrogel etiquetadas como H1 a H10. La Figura 5.61 ab, para los hidrogeles
CNC-BAV (H1, H2, H3, H4 y H5) muestra una mayor deformacién a traccion a la rotura, en
comparacion con los hidrogeles CNC-PTP (H6, H7, H8, H9 y H10) (Figura 5.61 cd),
obteniéndose la mayor deformacion a traccion a la rotura en H3 de 1477.79 % al aplicar
341.3 KPa; sin embargo, los hidrogeles CNC-PTP (H6, H7, H8 y H9) presentan una mayor
tension de traccion a la carga méaxima, siendo H6 el que soporta la mayor tensién de 707.67
kPa; por tanto, CNC-BAV muestra un mayor porcentaje de alargamiento, pero una menor
resistencia a la traccion. Por el contrario, la mayor resistencia a la traccion observada en los
hidrogeles se encuentra en CNC-PTP, lo que se atribuye a que presentan un mayor porcentaje
de cristalinidad en comparacién con CNC-BAYV (ver también Tabla 5.18). Las caracteristicas
de los cristales de nanocelulosa los convierten en un candidato para el refuerzo en la sintesis
de hidrogeles, ya que mejoran la resistencia mecénica. Los CNC pueden mezclarse
fisicamente en la matriz polimérica del hidrogel en pequefias concentraciones que oscilan
entre el 0.1y el 5% peso del peso total del hidrogel. Cuando se utilizan por accion quimica,
se obtienen nanocompuestos de alto rendimiento; los CNC reticulados covalentemente
presentan propiedades versatiles, estabilidad y potencial para aplicaciones médicas. Sin

embargo, se ha informado de que la reticulacion quimica produce hidrogeles mas resistentes,
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pero con menor hinchamiento y absorcion de agua. Los hidrogeles se compararon con un
aposito hidrocoloide comercial Duoderm™ Extra Thin Spots, que es un aposito protector
sencillo de 0.52 mm de grosor para el tratamiento de abrasiones leves y heridas superficiales
secas 0 ligeramente exudativas. Tiene una pelicula interior de tres hidrocoloides (gelatina,
pectina y carboximetilcelulosa sodica). La pelicula exterior esta compuesta por espuma de
poliuretano que le confiere mayores propiedades mecénicas y se obtiene sintéticamente. Sin
embargo, los hidrogeles de celulosa, quitosano y acido citrico, sintetizados con polimeros
naturales, son competitivos porque se puede obtener un mayor porcentaje de elongacion en

comparacion con los comerciales.

Tabla 5.18 Datos obtenidos de los ensayos de las propiedades mecanicas de los hidrogeles
de CNC-BAV, PTP y BCA.

Hidrogel Carga Extension con  Extension Esfuerzo de Deformacion Deformacion

maxima carga maxima en la traccion en por traccién en por traccion

(N) (mm) rotura carga maxima carga maxima en la rotura

(mm) (kPa) (mm) (mm/mm)
BAVH1 8.08 79.45 83.45 537.15 5.19 5.45.
BAVH2 7.33 114.75 168.25 484.74 7.50 11.00
BAVH3 4.82 117.35 226.1 341.30 7.67 14.78
BAVH4 5.86 94.20 108.03 413.87 6.16 7.06
BAVH5 6.32 87.15 178.91 552.83 5.70 11.69
PTPH6 5.55 30.87 42.63 615.06 2.61 2.79
PTPH7 7.10 40.13 43.98 707.67 2.62 2.88
PTPHS8 5.36 35.20 43.33 609.40 2.30 2.83
PTPH9 6.25 38.30 41.93 644.17 2.50 2.74
PTPH10 3.28 28.22 37.2 325.51 1.84 2.43
BCAH11 7.22 22.25 26.57 748.74 1.45 1.73
BCAH12 7.03 22.42 24.83 680.69 1.47 1.62
BCAH13 8.27 9.98 13.45 936.50 0.65 8.79
BCAH14 12.52 15.07 17.75 1195.0 0.98 1.16
BCAH15 3.55 50.30 52.93 339.58 3.29 3.45
COMIE/IER)’CIAL 5.52 179.82 189.83 852.97 11.75 12.38
(6{0)
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5.4.6 Analisis microbioldgicos

En este estudio se evalUa el efecto antibacteriano de hidrogeles de nanocelulosa, quitosano y
acido citrico funcionalizados con nanoparticulas de plata (NPsAg) sobre Staphylococcus
aureus, utilizando el método de difusion de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton. (Figura
5.62)

Preparacién del inéculo

Staph yloccreus

Dispensacion de los discos de hidrogel

Staphylococcus aureus
o i

“7_0~0

Inoculacion de las placas

Crecimiento bacteriano
(24 h.)

Figura 5.62 Proceso de siembra de Staphylococcus aureus en hidrogeles funcionalizados
con NPsAg.

Las NPsAg son conocidas por su amplio espectro de accion antimicrobiana, actuando
mediante mecanismos como la alteracidn de la membrana celular, la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la interferencia con procesos intracelulares esenciales [185].
Las micrografias obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (MEB) revelaron
alteraciones morfologicas significativas en las células bacterianas tratadas, incluyendo
colapso estructural, deformaciones superficiales y posible lisis celular. Estos hallazgos
indican una actividad bactericida eficaz asociada al uso de hidrogeles compuestos por
nanocelulosa, quitosano y acido citrico funcionalizados con NPsAg, evidenciada por el dafio
en la pared y membrana celular observado en las imagenes (Figura 5.63).

144



Staphylococcus atrens

Figura 5.63 Micrografias MEB de Staphylococcus aureus despueés del contacto con los
hidrogeles funcionalizados.
Ademaés, como parte de la basqueda de alternativas terapéuticas para el control de patdgenos
en heridas cutaneas, también se analizaron los halos de inhibicion de los hidrogeles para
evaluar su eficacia. Los resultados mostraron halos de inhibicidn con didmetros que oscilaron
entre 1.8 'y 2.25 cm tras 24 horas de incubacion, lo que indica una actividad antimicrobiana
significativa contra S. aureus como se muestra en la Figura 5.64. La inhibicion del
crecimiento bacteriano en la zona circundante al hidrogel sugiere un efecto directo de las
nanoparticulas de plata sobre la viabilidad microbiana. Esta variabilidad en el tamafio del
halo puede atribuirse a factores como la viscosidad, capacidad de liberacion y concentracion
de nanoparticulas en cada formulacion de hidrogel [185]. Formulaciones con mayor
homogeneidad y carga de NPsAg podrian facilitar una difusion mas eficiente del agente
antimicrobiano, generando halos de mayor didmetro. Estos resultados respaldan el uso
potencial de estos materiales como sistemas antimicrobianos tépicos para aplicaciones
biomédicas, especialmente en el tratamiento de heridas infectadas con bacterias
grampositivas como S. aureus. Futuros estudios deberan enfocarse en ensayos in vivo,

andlisis de citotoxicidad y optimizacion de la formulacion para asegurar su viabilidad clinica.
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Figura 5.64 Andlisis microbiolégico de Staphylococcus aureus
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Conclusiones y recomendaciones.

Los residuos agroindustriales representan una fuente potencial para el aislamiento de
nanocelulosa; el bagazo de Aloe Vera, pseudotallo de platano y bagazo de cafia de azucar son
una materia prima sostenible como biomasa lignocelulésica. Mediante tratamientos quimicos
de hidrdlisis alcalina de NaOH, se logré remover eficientemente los componentes no
deseados de lignina 'y hemicelulosa, permitiendo el aislamiento de celulosa, y posteriormente,
mediante hidrolisis acida de H.SO4 su posterior conversion a nanocelulosa. Los rendimientos
de celulosa y nanocelulosa obtenida variaron segun el tipo de residuo; PTP present6 el mayor
porcentaje de rendimiento de celulosa y nanocelulosa obtenida con 64.31 = 0.16 % vy
CNCPTP de 59.21 £ 2.50 %, seguido de BAV 50.05 + 0.15 % y CNCBAYV 49.90 £ 5.86 %,
por Ultimo BCA 41.75 + 0.08 % y CNCBCA 45.70 + 1.94 %, esto es debido a que el
pseudotallo de platano presenta mayor contenido de celulosa, asi mismo los tratamientos de
blangueamiento y aislamiento demostraron ser efectivos en la eliminacidn de impurezas sin
comprometer significativamente la integridad de las fibras, esto fue demostrado mediante la
caracterizacion morfoldgica y estructural de los resultados obtenidos que evidenciaron el
aislamiento de celulosa y nanocelulosa con caracteristicas similares a los ya reportados en la
literatura. En los espectros de FTIR de las diferentes biomasas de los residuos
agroindustriales PTP, BAV y BCA, indican los grupos funcionales presentes, los cuales
confirman la presencia de componentes de polisacaridos, celulosa, lignina y hemicelulosa sin
tratamiento; después de los tratamientos alcalinos y acidos, se comprueba claramente la
eliminacién de las impurezas e incremento de las sefiales de la celulosa. La presencia de
enlaces de hidrégeno intermoleculares en las muestras mejora la fuerza de los enlaces entre
las fibras de celulosa, favoreciendo las propiedades mecéanicas, mientras que los enlaces de
hidrogeno intramoleculares refuerzan la cohesion de las moléculas de celulosa, facilitando la
penetracion de reactivos quimicos. Esta técnica, confirmo la remocién efectiva de lignina y
hemicelulosa, con la desaparicion de sefiales asociadas a estos compuestos y la conservacion
de los enlaces caracteristicos de la celulosa, por ejemplo, 1108 cm™, 1030 cm™ y 895 cm™.
Mediante microscopia electrénica de barrido (MEB), se observo la reduccion del tamafio de

particula de la celulosa a nanocelulosa, con estructuras aglomeradas y diametros promedio
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en un intervalo de 20 a 50 nm en dependencia de la biomasa (BAV, PTP y BCA), este tamafio
de la nanocelulosa obtenida se complemento con la técnica de Dispersion dindmica de luz
(DLS), que permitié medir el tamafio hidrodinamico de la nanocelulosa obtenida que se
encuentra entre 30 y 60 nm, en dependencia de la biomasa, condiciones de temperatura,
tiempos de reaccion y % de la hidrolisis acida utilizada; con pseudotallo de platano se
obtuvieron tamafios menores tamarios de las particulas de nanocelulosa y una distribucién
mas homogénea (IDP < 0.3), mientras que en la nanocelulosa obtenida de BAV y BCA se
observo variabilidad en sus tamafios, la cual puede estar asociada a la aglomeracion de la
nanocelulosa durante su analisis o a los diferentes pardmetros utilizados. En conjunto estas
técnicas son complementarias y corroboran la informacion en la obtencion de nanocelulosa
en las tres biomasas analizadas BAV, PTP y BCA. A partir de la caracterizacion estructural
mediante difraccion de rayos X se detectaron diferencias significativas de los valores del
indice de cristalinidad; en PTP se obtuvo un IC de 71.7%, BCA 60.3% y BAV 58.8%.
ademas, se comprobo la presencia de los diferentes polimorfos de la celulosa | alfa, | beta 'y
Il. Los porcentajes de cristalinidad, confirman la presencia de fibras de nanocelulosa y
nanocelulosa cristalina. Este parametro es importante, ya que influye directamente en las
propiedades mecanicas y térmicas. Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion
demuestran que PTP es la biomasa mas prometedora en términos de rendimiento,
cristalinidad y calidad estructural, en comparacion con la nanocelulosa obtenida de BAV y
BCA. Sin embargo, estos residuos también presentan un aprovechamiento viable y
competitivo en la extraccion de nanocelulosa. Este estudio aporta una investigacion clara de
los resultados obtenidos y el potencial de estos residuos agroindustriales en el desarrollo de

nuevos materiales.

La sintesis de las nanoparticulas de plata NPsAg mediante un método verde utilizando hojas
de Annona muricata para la obtencion de un extracto acuoso, demostré ser una alternativa
ecoldgica, viable y eficiente en comparacion con métodos quimicos convencionales. Este
método evitd el uso de agentes reductores toxicos usando agentes bioactivos presentes en el
extracto. Los resultados obtenidos de la sintesis de las nanoparticulas de plata confirman la

presencia de grupos funcionales presentes en el extracto acuoso de Annona muricata
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responsables de la sintesis y reduccion de los iones de plata, que corresponden principalmente
a los fenoles, grupos amino, alcanos, alquenos y flavonoides, presente en las proteinas,
carbohidratos compuestos fendlicos y acetogeninas, los cuales se identificaron en los
espectros de FTIR, donde se evidencio la interaccion de los grupos funcionales presentes en
el extracto, con las nanoparticulas, las cuales favorecen la estabilidad y funcionalidad de las
nanoparticulas de plata. El andlisis estructural mediante DRX confirma la presencia de
nanoparticulas de plata, los difractogramas obtenidos mostraron sefiales bien definidas
caracteristicos del sistema ctbico centrado en las caras de la plata metélica coincidiendo con
los planos cristalograficos (111), (200), (220), (311) y (222) en el angulo 26 de 38.16 °,
44.30°,64.48 °, 77.82° y 81.75 °, ademas se observa la interaccion con el extracto, ya que se
presentan algunas sefiales que corresponden a los compuestos organicos encargados de
recubrir y estabilizar las nanoparticulas; como es el caso del &cido ascorbico. Las
caracterizaciones realizadas con microscopia electronica de transmision (TEM) permiten
corroborar la sintesis de las nanoparticulas de plata mediante el extracto acuoso de hojas de
Annona muricata, y confirmar la presencia de NPsAg obtenidas. Las cuales presentaron
didmetros entre 10 y 50 nm, una morfologia esférica y una distribucion de tamafio
relativamente homogénea. Ademas, la presencia de una sefial de absorcidn en el intervalo de
420-450 nm en el espectro de espectroscopia de ultra violeta visible confirmd la formacion
de las NPsAg por resonancia de plasmones superficiales. Desde el punto de vista funcional
las NPsAg mostraron una actividad antimicrobiana significativa, particularmente frente a
cepas gram positivas de Staphylococcus aureus, estos resultados confirman la posibilidad de

ser integrados en nuevos materiales para aplicaciones biomédicas.

Por otra parte, se realizé un analisis comparativo de hidrogeles formulados con nanocelulosa,
quitosano y &cido citrico y se evalud el efecto de la incorporacion de nanoparticulas de plata
sintetizadas mediante un método verde. Los hidrogeles sin funcionalizar presentan un % de
fraccion gel de 75.00 + 5.93 a 85.94 + 1.86, después de la incorporacion de las NPsAg en la
matriz polimérica se observo un aumento significativo del porcentaje de fraccion gel de 82.12
+1.96 a 85.53 + 1.14, el cual no compromete la integridad estructural en la red tridimensional,

esto se puede observar en el porcentaje obtenido de la fraccién gel de todos los hidrogeles
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funcionalizados de BAV, PTP y BCA, con valores superiores al 80% en la mayoria de las
formulaciones, lo cual indica que la red reticulada permanece inalterada y estable adn en
presencia con NPsAg. Los hidrogeles que presentaron mayor % de fraccion gel al
funcionalizarse indican que el comportamiento de las NPsAg podria estar participando en
interacciones secundarias con los polimeros funcionales, grupos amino del quitosano o
grupos hidroxilo de la nanocelulosa, generando un efecto de estabilizacién o reforzamiento
de la red polimérica. En PTP estos valores se mantuvieron elevados y estables con y sin
nanoparticulas, lo cual indica que los hidrogeles poseen una red de entrecruzamiento quimico
y que las nanoparticulas no alteran significativamente este parametro, esta estabilidad

estructural confirma la compatibilidad de las NPsAg con el hidrogel.

A nivel morfoldgico se observd un aumento en el tamafio de poro de los hidrogeles al
incorporar las AgNPs, mientras que la porosidad se mantuvo dentro de los intervalos
similares. Esta relacion indica que el incremento en el tamafio de poro se debe a una
redistribucion estructural interna, y no a una pérdida de material o desorganizacion en la red,
las nanoparticulas de plata podrian estar actuando como espaciadores fisicos, promoviendo
una arquitectura porosa mas abierta sin comprometer la reticulacion entre la nanocelulosa,
quitosano y &cido citrico El andlisis microbiologico realizado demuestra que los hidrogeles
de nanoparticulas de plata poseen una notable actividad antimicrobiana, evidenciada por los
halos de inhibicion obtenidos, estos resultados abren la puerta a nuevas aplicaciones en el
campo de la medicinay la biotecnologia, aunque también subrayan la necesidad de un estudio
mas exhaustivo sobre su seguridad y eficacia. Se observo el mecanismo de accidn reportado
para las AgNPs, que incluyen alteracion de la integridad de la membrana y muerte celular
por estres oxidativo; el colapso estructural y la lisis parcial indican una accion bactericida
efectiva, la dispersion bacteriana sugiere posible inhibicion de la division celular o formacion
de biofilm. Estos resultados respaldan el uso de hidrogeles con NPSAg como agentes
antimicrobianos alternativos o complementarios, especialmente frente a cepas resistentes

como S. aureus.
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Abstract: This work explores the synthesis of biomass-waste-derived cellulose nanocrystal
hydrogel from aloe wera bagasse (AVE) and banana pseudostern (BPS). A wide variety of
synthesis parameters such as acid concentration (45 wt.% and 55 wt. %), temperatures in
the process of 25, 40, 45 and 50 “C, and reaction times of 30 and &0 min were analy»ed
during the acid hydrolysis to evaluate changes in the morphology, crystallinity, swelling,
degradation temperature, and mechanical properties. The parameters that most influenced
the crystallinity were the temperature and reaction time, showing good characteristics such
as percentage crystallinity ($9.66% for nanoce llulose from Castag Tay up to 97.58% for CNC-
BPS Cagtay Tag), and crystal size (from 23.40 to 68.31 nm), which was worth considering for
hydrogel synthesis. Cellulose nanocrystalline hydrogels from both biomass wastes can
modify the crystallinity for tailored high-end engineering and biomedical applications,
although using BI'S obtained the best overall performance; also, properties such as swelling
capability at pH = 4 of 225.39%: for hydrogel Castay T (H7), porosity (680.77 £+ 260%) for
Castgy Ty (HB), and gel % (86.60 + 2.62%.) for Catey Tay (HB) were found. The mechanical
test 'evealed a tensile strength at maximum load of 707.67 kPa (hy drogel H6) and 644.17 kI"a
(hydrogel H8), which are properties conferred by the CNC from BPS. Cwverall, CMC from
BFS is recommended as a reinforcement for hydrogel synthesis due to its good mechanical
properties and functionals, making it a promising material for biomedical applications.

Keywords: agricultural waste; nanocrystalline cellulose; hydrogels; mecdhanical properties;
swelling capability; biomedical applications

1. Introduction

In recent years, the demand for manufacturing new materials from inexhaustible and
sustainable resources has increased considerably amidst global climate change, contribut-
ing to the search for green alternatives [1-6]. Howewver, the global amount of agricultural,
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