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RESUMEN

La pulpa Kraft de especies de Eucalyptus es una de las fuentes de fibra mas
importantes para la generacion de productos a base de celulosa. Las nanofibras de
celulosa (CNF) son un nanomaterial que tiene multiples aplicaciones debido a su buen
potencial para la modificacion de la superficie y relativamente gran superficie especifica.
Estas nanocelulosas se producen por medio de pretratamientos quimicos y/o
enzimaticos seguidos por tratamientos mecéanicos de fibrilacién. En este trabajo se
evaluaron pretratamientos quimicos y enziméaticos para la produccién de CNF utilizando
pulpa Kraft blanqueada de eucalipto (BEKP). La pulpa BEKP fue sometida a
tratamientos quimicos-enzimaticos con xilanasa de Aspergillus oryzae, extraccion
caustica en frio al 15% (CCE15), endoglucanasa comercial (EG) de Trichoderma ressei
y fosforilacion con urea y fosfato amonico dibasico (P), con diferentes combinaciones,
previo ala homogeneizacion mecanica para obtencion de nanofibras de celulosa (CNF).
El efecto de tratamientos seleccionados en la produccién de CNF se evalué sobre
algunas propiedades fisico-mecanicas de peliculas (films) elaboradas por drop-casting
desde las diferentes nanocelulosas obtenidas. Resultados preliminares indicaron que
las enzimas xilanasas no fueron efectivas en la disminucion del contenido de xilanos
residuales en la pulpa (determinados por solubilidad al alcali 18%), por lo cual no se
utilizaron en los tratamientos siguientes. De las diferentes pulpas obtenidas, solo las
codificadas como BEKP-EG, BEKP-P, BEKP-EG-P, CCE15-P, CCE15-EG-P pudieron
ser homogeneizadas para producir CNF, obteniendo nanocelulosas con diferentes
propiedades mecanicas y apariencia. Todas las peliculas de CNF fosforiladas
obtuvieron impermeabilidad al aire. En términos de alta transparencia de las peliculas
(baja opacidad) se destacaron las muestras BEKP-EG, BEKP-EG-P y CCE15-P,
mientras que las propiedades mecéanicas de indices de resistencia a la traccion y
explosion fueron superiores en la muestra BEKP-EG. En sintesis, los resultados
obtenidos demostraron que, dependiendo del tipo o combinacion de tratamiento
guimico-enzimatico aplicado sobre las fibras de celulosa, se obtendran nanocelulosas
con caracteristicas variadas. Esto permite generar materiales celulésicos para
diferentes aplicaciones. Ademas, se da énfasis a la fosforilacion como una alternativa
de modificacion quimica de la celulosa para produccion de CNF, con o sin la utilizacion
de enzimas hidroliticas en el proceso.



ABSTRACT

Kraft pulp from Eucalyptus species is one of the most important fiber sources for the
generation of cellulose-based products. Cellulose nanofibers (CNF) are a nanomaterial
that has multiple applications due to its good potential for surface modification and
relatively large specific surface area. These nanocelluloses are produced by means of
chemical and/or enzymatic pretreatments followed by mechanical fibrillation
treatments. In this work, chemical and enzymatic pretreatments for CNF production
from bleached eucalyptus Kraft pulp (BEKP) were evaluated. The BEKP pulp was
subjected to chemical-enzymatic treatments with xylanase from Aspergillus oryzae,
15% cold caustic extraction (CCE15), commercial endoglucanase (EG) from
Trichoderma ressei and phosphorylation with urea and dibasic ammonium phosphate
(P), with different combinations, prior to mechanical homogenization to obtain cellulose
nanofibers (CNF). The effect of selected treatments on the production of CNF was
evaluated on some physical-mechanical properties of films made by drop-casting from
the different nanocelluloses obtained. Preliminary results indicated that the xylanase
enzymes were not effective in reducing the content of residual xylans in the pulp
(determined by 18% alkali solubility), therefore they were not used in subsequent
treatments. Of the different pulps produced, only those coded as BEKP-EG, BEKP-P,
BEKP-EG-P, CCE15-P, CCE15-EG-P could be homogenized to produce CNF,
obtaining nanocelluloses with different mechanical properties and appearance. All
phosphorylated CNF films obtained air impermeability. In terms of high transparency
of the films (low opacity), the BEKP-EG, BEKP-EG-P and CCE15-P samples stood
out, while the mechanical properties of the tensile strength and explosion indexes were
higher in the BEKP-EG sample. In summary, the results obtained showed that,
depending on the type or combination of chemical-enzymatic treatment applied to the
cellulose fibers, nanocelluloses with varied characteristics will be obtained. In addition,
emphasis is given to phosphorylation as an alternative for the chemical modification of
cellulose for the production of CNF, with or without the use of hydrolytic enzymes in
the process.
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l. INTRODUCCION

La celulosa es un material versatil que puede ser adaptado a una variedad de
aplicaciones (Li et al. 2018). Actualmente, existen varias rutas para la produccion de
materiales en base a celulosa, que van desde la utilizacion de la celulosa en su estado
natural fibroso hasta la deconstruccién de la celulosa en glucosa, pasando por la
generacion de derivados de celulosa (como las nanocelulosas y otros productos
quimicos). De esta manera las fibras de celulosa no modificadas, celulosa modificada
guimicamente y nanocelulosas pueden generar diferentes tipos de materiales (Teny
Vermerris 2013, Shaghaleh et al. 2018, Aravind et al. 2022).

La nanocelulosa se refiere a materiales celuldsicos con al menos una dimension en el
rango nanométrico (1-100 nm) (Nechyporchuk et al. 2016, Klemm et al. 2018). Estos
materiales son utilizados en muchos campos, especificamente en peliculas,
materiales compuestos, materiales de embalaje, electronica, aditivo en la fabricacion
de papeles, recubrimientos, biomedicina, entre otros. Hay cuatro grandes clases de
materiales de nanocelulosas que son nanofibras de celulosa (CNF), nanocristales de
celulosa (CNC), nanocelulosa bacteriana y nanocelulosa electrohilada. Las CNF son
celulosas altamente fibriladas, que mantienen regiones amorfas y cristalinas, con
didmetros que van desde 5 a 30 nm y longitudes que pueden acercarse a varias micras
(Carter et al. 2021).

Las nanofibras se obtienen cominmente mediante procesos mecanicos como la
homogeneizacion a alta presion, la microfluidizacién, la molienda, el refinado o la
criotrituraciéon. Sin embargo, la estructura de las fibras es dificil de romper por lo que
se necesita una gran cantidad de energia, aun asi, en ocasiones no es posible obtener
un producto homogéneo (Sanchez-Salvador et al. 2022). Con el fin de mejorar la
fibrilacion, reducir el consumo de energia y dar diversas propiedades a los materiales
de CNF, se pueden realizar pretratamientos mecanicos, quimicos y enzimaticos. Los
pretratamientos mas utilizados para la produccién de CNF son la oxidacion con
2,2,6,6-tetrametil-1-piperinidiloxilo  (TEMPO), refinacion mecanica, hidrolisis
enzimatica, entre otros, los cuales se pueden utilizar separados o combinados
(Sanchez-Gutiérrez et al. 2020, Balea et al. 2021, Sanchez-Salvador et al. 2022).



Esta tesis evalué combinaciones de pretratamientos quimico-enzimaticos (extraccion
caustica fria e hidrolasas como xilanasas y endoglucanasas) seguida de fosforilacion
quimica para la posterior produccion de CNF como una alternativa a los diferentes
procesos actualmente utilizados para este fin. A continuacion, se presentan

antecedentes bibliograficos relacionados con la investigacion desarrollada.

[.1. Celulosa

La celulosa es un homopolisacarido que se presenta combinada con lignina y
hemicelulosas en la pared celular de las plantas lefiosas. Aunque en algunos casos
puede estar en estado casi puro (e.g. algodén) (Sixta 2006). La estructura de la
celulosa se basa en cadenas lineales de B-D-glucosa (también llamada unidad de
anhidroglucosa; AGU) unidas por enlaces B-1,4-glucosidicos con un grado de
polimerizacién que oscila entre 1000 y 15000 unidades, segun el origen y tratamientos
por lo cuales pasa la celulosa (Seddigi et al. 2021). La molécula de glucosa es un
anillo de piranosa, contiene un grupo hidroxilo (OH) libre en los carbonos 2, 3y 6 (C-
2, C-3 y C-6, respectivamente). En ambos extremos de la cadena de celulosa
encontramos dos grupos hidroxilos diferentes. El C-1 es parte de un grupo aldehido,
también llamado terminal reductor. Por otro lado, en el extremo C-4 se encuentra un
OH alcohdlico (Sixta 2006, Granstrom 2009). A nivel supramolecular, la estructura de
la celulosa no es uniforme y se pueden encontrar regiones cristalinas y amorfas. Las
regiones cristalinas se caracterizan por formar una red rigida debido a la disposicion
de los enlaces de hidrogenos inter e intra-moleculares, mientras que las laminas de
celulosa que se forman por efecto de estos enlaces se sobreponen entre si y se unen
por fuerzas de Van der Waals. Por otro lado, las regiones amorfas son zonas poco
ordenadas con menor interaccion entre las cadenas de celulosa (Granstrom 2009,
Gautam et al. 2010).

La estructura cristalina de la celulosa es un tema de importancia debido su implicancia
en muchas caracteristicas de la celulosa, como su insolubilidad en agua y varios
solventes organicos (Lindman et al. 2010). También se relacionan con su accesibilidad
a quimicos y enzimas, pudiendo variar al modificar estructuralmente los cristales en
distintos polimorfos llamados celulosa |, I, 1l y IV (Gautam et al. 2010). Estas

alteraciones ocurren por cambios en la conformacion rotacional del hidroxilo del
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carbono 6, por consecuencia, se reordena la orientacion molecular y la red de enlaces
de hidrogeno intralaminar que caracterizan a cada tipo de celulosa (Isogai et al. 1989,
Hasani 2010). La celulosa | es la forma de polimorfismo més abundante en las plantas
y se caracteriza por cadenas empaquetadas en paralelo (Nishiyama et al. 2002),
formando una estructura compacta y menos accesible para reactivos quimicos y
enzimas (Kodpcke 2008). Sus puentes de hidrégenos intramoleculares se encuentran
en O-3-H-(0-%5’) y O-2-H-(0O-6’), mientras que los intermoleculares (O)-6-(0) (Gautam
et al. 2010). La celulosa | es inestable durante los procesos de mercerizacion (NaOH)
y recristalizacion, produciendo que su estructura cristalina paralela se convierta en
antiparalela, conocida como celulosa Il. Esta conversién es irreversible y presenta
nuevos puentes de hidrégeno (Pérez y Mazeau 2005). Aunque los puentes de
hidrogeno intramoleculares se encuentran en (HO)3-H-(O-5’) al igual que en la
celulosa I, los intermoleculares son mas complejos, formandose en (OH)6-(0-2°) y
(OH)6-(0-3’) (Gautam et al. 2010). Estos cambios estructurales hacen a la celulosa Il
menos cristalina, mas accesible y reactiva que la celulosa | (Gehmayr y Sixta 2012).
Sin embargo, cuando las fibras se secan y se produce la hornificacion, provocando el
colapso de los espacios interfibrilares y bajando la reactividad de la celulosa 1l (Mo et
al. 2022).

Para la obtencion de productos y materiales derivados de la celulosa, la madera es
procesada generalmente por pulpaje quimico, siendo mas utilizado el proceso Kratft,
dando como resultado una pulpa con un contenido de aproximadamente 80% de
celulosa, 18% de hemicelulosas residuales y bajo contenido de lignina (Ang et al.
2020). En Chile, la madera de eucalipto es la mas utilizada para este propésito, siendo
Eucalyptus globulus y E. nitens, asi como sus hibridos, las especies mas utilizadas
(Morales et al. 2015). A partir de la pulpa grado papel se pueden seguir diferentes
rutas de procesamiento dependiendo del producto objetivo: biocombustibles, textiles,
derivados de celulosa y nanocelulosas, entre otros (Sixta 2006). A continuacién, nos

centraremos en antecedentes relacionados con la produccion de nanocelulosa.
l.2. Nanocelulosa

Las nanocelulosas o nanofibras de celulosa (CNF) fueron introducidas como un nuevo
material en 1983, presentandose como celulosa con dimensiones laterales en el rango

de nanémetros producidas desde pulpa de madera blanda homogeneizada varias
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veces a alta presion (Herrick et al. 1983, Turbak et al. 1983). Las CNF en solucién
tienen un aspecto de geles con caracteristicas tixotropicas por lo que al estar
expuestas a presion pierden viscosidad por cizallamiento (Nechyporchuk et al. 2016).
Las CNF pueden ser producidas a partir de residuos lignocelulésicos agricolas como
arroz, maiz, cebada, platano, trigo y cafia de azucar. Sin embargo, la celulosa de
maderas es la fuente mas comun de fibras para este proceso (Sir6 y Plackett 2010).
Ademas, hay que tener en cuenta que la mejor alternativa para producir CNF es la
pulpa nunca secada o never-dry, es decir, con un contenido de humedad
relativamente alto (50-70%) debido a que la pulpa seca tendra enlaces de hidrogeno
irreversibles (proceso de hornificacion) entre las nanofibrillas que dificultan el proceso
de fibrilacién (Nechyporchuk et al. 2016).

El tratamiento mecanico es el método mas comun para producir CNF y, dentro de los
mas destacados se encuentra la homogenizacion a alta presion, proceso por el cual
la muestra diluida en agua (consistencia entre 1% - 3%) se pasa a través de una salida
estrecha a alta presion. Otra técnica parecida a la homogenizacion es la
microfluidizacién, que se diferencia por utilizar equipamiento sin discos giratorios
moviles con espaciamiento constante, por lo que muestra se atasca menos en la salida
pero requiere mayor energia porque tiene que ser pasada varias veces para alcanzar
altos grados de fibrilacién (Randhawa et al. 2022). Mayores antecedentes sobre el
equipamiento utilizado para la produccién de nanocelulosas a escala de laboratorio o
piloto pueden ser encontrados en las publicaciones de Khalil et al. (2014), Blanco et
al. (2018) y Nechyporchuk et al. (2016).

Procesos alternativos o combinados han considerado pretratamientos quimicos y
enzimaticos para debilitar la union interna de la estructura de celulosa antes de
exponerlas al tratamiento mecanico y asi superar su alto requerimiento de energia.
Ademas, estos tratamiento también ocasionan el hinchamiento y la reduccion de la
cristalinidad de las fibras de celulosa para mejorar la calidad de la nanocelulosa (Tao
et al. 2019). Uno de los pretratamientos mas efectivos es con el reactivo TEMPO
(2,2,6,6-tetrametil-1-piperinidiloxilo), el cual posibilita la introduccion de grupos
cargados negativamente en las fibras celulGsicas para mejorar la delaminacién de las
nanofibrillas (Backstrom et al. 2012). Sin embargo, este tratamiento también es uno

de los mas costosos y genera residuos toxicos (Serra et al. 2017), por lo que es
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importante buscar alternativas para minimizar estos incovenientes. El pretratamiento
enzimatico antes del tratamiento mecanico se ha convertido en un método comuan para
la preparacion de CNF, destacando la utilizacion de secuencias de pretratamientos
con enzimas hidroliticas, especialmente celulasas y xilanasas, para la generacion de
un material nanofibrilado mas homogéneo y nanofibras con mejores propiedades para
aplicaciones especificas (Nie et al. 2018, Barhoum et al. 2022). Algunos antecedentes
de pretratamientos con enzimas hidroliticas para la produccion de CNF se describen

a continuacion.

I.3. Enzimas hidroliticas en la produccién de nanocelulosa

Las enzimas hidroliticas o hidrolasas son un vasto grupo de enzimas usadas
comunmente como catalizadores biologicos que utilizan agua como donante de
grupos hidroxilo durante la descomposicion del sustrato, catalizando la hidrolisis de
un enlace quimico en biopolimeros y biomoléculas. Este grupo se divide en 13 clases
(EC 1-13) y varias subclases. La subclase glucosidasa hidroliza una amplia variedad
de enlaces O-glucosidicos entre dos 0 mas monosacaridos o entre un monosacarido
y un residuo de otra naturaleza quimica, por lo que son de amplia aplicacion en
diferentes procesos industriales, incluyendo la textil, de detergentes y surfactantes, de
alimentos, de los biocombustibles, entre otras (Ekta et al. 2022). En el caso de la
produccion de CNF las enzimas xilanasas y celulasas han sido evaluadas en
diferentes estudios (Nie et al. 2018, Barhoum et al. 2022).

Xilanasas: son enzimas que hidrolizan los enlaces glucosidicos de hemicelulosas tipo
xilanos (Collins et al. 2005). Las xilanasas son producidas por diferentes organismos
Vivos, como microorganismos, protozoos y moluscos, y también se encuentran en el
rumen de animales superiores, pero a escala industrial son producidos por bacterias,
hongos y actinomicetos (Beg et al. 2001, Motta et al. 2013, Bhardwaj et al. 2019).
Segun la base de datos CAZy (http://www.cazy.org), las xilanasas se encuentran en
las familias GH 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 26, 30, 43, 44, 51 y 62. Sin embargo, las
familias GH 10 y 11 son las mas estudiadas. Estas xilanasas generalmente tienen un
mecanismo de accion de retencion (Pell et al. 2004, Bhardwaj et al. 2019, Abdul et al.
2020). Entre todos los tipos de xilanasas, las endo-xilanasas (endo-B-1,4 xilanasas)

son las mas importantes, debido a que permiten la liberacion de fracciones
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oligoméricas de xilano (Hutterer et al. 2017, Liu y Kokare 2023). Las xilanasas tienen
aplicaciones biotecnoldgicas en diversas industrias, incluidas la industria de la
celulosa, como en el proceso de bioblanqueo de pulpa kraft (Gangwar et al. 2014,
Nagar y Gupta 2021) y también para purificar la celulosa que sera utilizada para
derivatizacion por degradacion y eliminacion de xilanos residuales (Yang et al. 2019,
Ngene et al. 2022). Como los xilanos actian como agentes espaciadores entre las
microfibrilas y contribuyen a la retencion de agua, su remocion puede reducir la
accesibilidad de quimicos a la celulosa por aumentar la coalescencia de las micro y

nanofibrillas de celulosa (lwamoto et al. 2008).

Celulasas: son enzimas sintetizadas por una gran cantidad de bacterias, protozoos,
hongos, animales y plantas para la degradacion de la celulosa por medio de la
hidrolisis de sus enlaces glucosidicos B-1,4 (Soni et al. 2018, Bhardwaj et al. 2021).
Al igual que otras enzimas hidroliticas su modo de accion ocurre por inversion o
retencion, dependiendo de la distancia de los sitios cataliticos (Bhardwaj et al. 2021).
Segun la base de datos CAZy (http://www.cazy.org), las celulasas se encuentran en
las familias GHF 1,3, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 44, 45, 48, 51, 74, 116, and 124. Las celulasas
comprenden tres grupos : las endo-B-1,4-glucanasas, las cuales catalizan hidrolisis
aleatoria de los enlaces glucosidicos B-1,4 de cadenas de B-glucanos, ayudando la
accesibilidad de la celulosa a tratamientos quimicos por reduccion de su grado de
polimerizacién, aumentando la reactividad de la pulpa; las exo-B-1,4-glucanasas, las
cuales hidrolizan los terminales reductores y no reductores de la cadena de celulosa
liberando celobiosa; y las B-1,4-glucosidasas, que hidrolizan la celobiosa liberando
monomeros de glucosa (Hutterer et al. 2017). Los tres tipos de enzimas son
necesarios para una hidrdlisis eficiente de celulosa a glucosa (sacarificacion) (Juturu
y Wu 2014), pero para aplicaciones en produccion de nanocelulosa, las
endoglucanasas son mas aplicadas ya que pueden disminuir el grado de
polimerizacién de la celulosa sin generar pérdidas significativas de rendimiento de la
pulpa (Zhu et al. 2011, Wang et al. 2016, Liu et al. 2020).

l.4. Tratamientos quimicos en la produccion de nanocelulosa

Diferentes tratamientos quimicos pueden ser aplicados a la pulpa celulésica previo al

proceso de fibrilacion para la produccion de CNF. Gran parte de dichos
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pretratamientos buscan incorporar grupos funcionales negativos (TEMPO,
carboximetilacion, sulfonacion, fosforilacion) o positivos (cationizacion) para lograr
repulsidn electrostatica entre las fibras y que asi sea mas sencillo separarlas, lo que
facilita el posterior proceso de homogeneizacién a alta presion (Blanco et al. 2018).
Dentro de estos pretratamientos, el mas conocido es TEMPO (2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxilo) el cual oxida los alcoholes a grupos carboxilato en la
superficie de los carbohidratos a través de los aldehidos, destacandose por su
velocidad de reaccion y regioselectividad (Saito et al. 2007). A pesar de que los CNF
oxidados con TEMPO presentan altos rendimientos de fibrilacién, transparencia y
ayudan a reducir el consumo de energia en el tratamiento mecanico, TEMPO es un
reactivo caro, por lo que no es atractiva para la fabricacion industrial dadas las otras
alternativas (Serra et al. 2017). Dentro de estas alternativas tenemos la cationizacion,
la cual se define por incorporar amonios cuaternarios (NH4+) en la celulosa, esto se
realiza utilizando Cloruro de (2,3-epoxipropil)trimetilamonio en presencia de agua,
isopropanol e hidréxido de sodio, entre otros métodos (Blanco et al. 2018). El beneficio
de los CNF catidnicos esta en que la presencia de amonios cuaternarios, presentan
propiedades bacteriostaticas contra las bacterias Gram positivas y pueden utilizarse
para limitar la proliferacion de bacterias en diversas aplicaciones, como el envasado
de alimentos o medicamentos (Rol et al. 2019). Otra modificacion que se ha
presentado para generar CNF de alta calidad es la fosforilacién quimica (Noguchi et
al. 2017, Rol et al. 2020). La fosforilacién de la celulosa es la introduccion de grupos
fosfato en los grupos hidroxilo de los carbonos 2, 3 y 6 de las unidades de
anhidroglucosa (Kokol et al. 2015). Esta modificacion se puede lograr usando
reactivos derivados de fosfato (por ejemplo, (NH4)2HPO4 y CO(NH,), y agua como
solvente (Ghanadpour et al. 2015, Noguchi et al. 2017, Hadid et al. 2021). Tiene el
beneficio de ser de bajo costo y no toxica (Ghanadpour et al. 2015). Ademas de tener
diversas aplicaciones, como en la purificacion de agua, gracias a su capacidad de
absorcion de contaminantes cargados positivamente, y en la obtencion de materiales
anti inflamables, debido a la degradacion térmica y la formacidén temprana de carbon
(Ghanadpour et al. 2015, Ablouh et al. 2021, Hadid et al. 2021).

Mulin et al. (2023) realizaron fosforilacion como pretratamiento para la produccion de
CNF utiizando las proporciones quimicas 1,0/1,2/49 'y 1,0/2,5/10,0
(AGU/(NH4)2HPO4/CO(NH2)2) por 5, 20 y 40 min de reaccion a 150°C. Luego, las fibras
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se trataron mecanicamente pasandolas cinco veces por un ultrarefinador a 1500 rpm.
Los autores reportaron que los pretratamientos de fosforilacion fueron eficaces para
aumentar la resistencia térmica y reducir el consumo de energia durante la fibrilacion.
Sin embargo, produjeron una disminucion en las propiedades de peliculas elaboradas
con las CNF, obteniendo una resistencia a la traccion entre 69.9 a 94,9 MPa y una
resistencia a la fractura entre 2.52 a 4,42%, comparadas con el control, que obtuvo
108,3 MPa y 4,53%, respectivamente. Sin embargo, se considera que la fosforilacién
es una alternativa viable de aplicar en combinacién con tratamientos previos para la

produccién de CNF.

Ademas de los tratamientos quimicos para la incorporacion de grupos funcionales,
existen otras estrategias para modificar la celulosa como es el tratamiento con acido
(el acido fosforico, acido sulfurico, acido oxalico y éacido clorhidrico) para la
disminucion del DP. Sin embargo, este tratamiento es corrosivo y toxico por lo que
requiere tener equipos anticorrosivos y realizar tratamientos de los efluentes, lo que
aumenta los costos de produccion (Mulin et al. 2023). Otra alternativa es un
tratamiento alcalino (NaOH), el cual ocasiona la remocion de hemicelulosas
residuales, hinchamiento de las fibras, cambios en la estructura de los poros,
disminucién del tamafio de las fibras y conversion de celulosa | a celulosa Il a
concentraciones de NaOH mayores al 10%. Estas caracteristicas hacen que este
tratamiento sea ampliamente utilizado con fines textiles pero que también ha sido
aplicado en la produccién CNF (Sixta 2006, Wang et al. 2014, Budtova y Navard 2016).
A pesar de que la presencia de hemicelulosas puede ser beneficiosa para la
produccion de CNF, ya que sirven como barrera para la coalescencia de las

microfibrillas (lwamoto et al. 2008).

El uso de NaOH como pretratamiento para la produccion de CNF ha sido reportado
anteriormente. Wang et al. (2014) realizaron un tratamiento con NaOH al 17.5% (m/m)
por 12 horas, seguido por varios pasos de molienda y homogenizacién. Las CNF
obtenidas tuvieron una mejor estabilidad termal comparados a las fibras sin tratar,
pero menores propiedades mecanicas (moédulo de Young de 8,6 y 11 GPa,
respectivamente). Banvillet et al. (2021) observaron que el uso de un pretratamiento
de NaOH igual o mayor al 10% (m/m) antes de un tratamiento enzimatico es positivo

para el aumento en la cinética y rendimiento del tratamiento con EG. Esto ocurre
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debido a que a estas concentraciones de alcali la pulpa tendra contenido de celulosa
I, la cual al ser mas accesible que la celulosa I, causé una mayor disminucién del DP
alcanzando 166 unidades en celulosa Il y 340 unidades en celulosa I. Sin embargo,
los nanopapeles preparados con CNF quimico-enzimatica presentaron una
disminucion importante en su resistencia mecénica, con una resistencia a la traccion
de 8.94 GPa y al rasgado de 9 mN, comparado con la pulpa tratada solamente con

enzimas que fueron 11.21 GPay 31 mN, respectivamente.

Con base en los antecedentes presentados, diferentes pretratamientos vy
funcionalizaciones pueden proporcionar diferentes caracteristicas para ser utilizadas
para producir CNF. Un tratamiento alcalino puede purificar la pulpa blanqueada
eliminando las hemicelulosas residuales, puede hinchar las fibras y convertir la
celulosa | en celulosa Il. Un tratamiento con endoglucanasas puede reducir el grado
de polimerizacion de la celulosa. Ademas, la fosforilacion confiere propiedades
superiores a la celulosa, mayor dispersion en agua y disminuye la energia consumida
en la produccion de CNF. Sin embargo, ha sido poco estudiado el efecto y
comparacion de estos métodos como tratamientos para la producciéon de

nanocelulosa.

En esta tesis se probaron pretratamientos enzimaticos (tratamiento con endoxilanasas
y endoglucanasas) y quimicos (extraccion caustica fria al 15% (m/v) y tratamiento por
fosforilacidn quimica) en pulpa Kraft blanqueada de eucalipto para la produccion de
CNF. Luego, se produjeron CNF de muestras seleccionadas por homogenizacion a
alta presion y se elaboraron peliculas a partir de las CNF producidas. Las propiedades
de las peliculas de CNF fueron determinadas y se discutieron los efectos y relevancia

de los pretratamientos en la procesabilidad y propiedades de las CNF.



Il. HIPOTESIS

El pretratamiento de pulpa Kraft blanqueada de eucalipto por combinacion de
procesos quimico-enzimaticos permite generar nanofibras de celulosa con mayores
propiedades de resistencia mecanica que las nanofibras obtenidas por los

tratamientos realizados por separado.

[l. OBJETIVOS

l1l.1. Objetivo general

Evaluar pretratamientos basados en enzimas hidroliticas y reactivos quimicos sobre
pulpa Kraft blanqueada de eucalipto en la produccion y propiedades de nanofibras de
celulosa.

[11.2. Objetivos especificos

1. Producir y caracterizar pulpa Kraft blanqueada de eucalipto pretratada con enzimas
hidroliticas y reactivos quimicos, en secuencia o en separado, para la produccion de

nanofibras de celulosa.

2. Producir nanofibras de celulosa por homogenizacion a partir de pulpas pretratadas

con enzimas hidroliticas y quimicos en separado y secuenciales.

3. Evaluar el efecto de los pretratamientos quimico-enzimaticos en las propiedades

fisicas y mecanicas de peliculas de nanofibras de celulosa.
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IV. METODOLOGIA

IV.1. Pretratamiento quimico-enzimatico de pulpa kraft de eucalipto blanqueada
(BEKP)

IV.1.1. Material de partida

Los tratamientos quimico-enzimaticos se realizaron en una muestra inicial de pulpa
Kraft de eucalipto blanqueada (BEKP) comercial donada por una empresa local de
celulosa y papel compuesta por una mezcla de dos especies de eucalipto (80%
Eucaliptus nitens y 20% Eucalyptus globulus). La pulpa recibida fue almacenada en
camara fria (4°C) y previo al uso fue acondicionada hasta temperatura ambiente.

IV.1.2. Tratamiento enzimatico con xilanasa

Los tratamientos fueron realizados con xilanasa recombinante de Aspergillus oryzae
(37278-89-0, Sigma-Aldrich, EE. UU). La actividad enzimatica se determino utilizando
el protocolo descrito por Bailey et al. (1992) y se evaluaron dosis de 1, 5, 20, 50, 150 y
250 Ul/g pulpa. Cada dosis fue afiadida a agua nanopura (pH 5), para luego impregnar
la pulpa hasta una consistencia del 3%. La incubacion se realizO en matraces
Erlenmeyer en una incubadora (Daihan Labtech Co., Ltd., Korea) con agitacion de 150
rpm, temperatura de 50°C y tiempo de 60 min. Posterior a cada tratamiento, para la
desnaturalizacion enzimatica, la pulpa se filtr6 con agua caliente a 90°C utilizando un
embudo Blchner, se mezclé con agua nanopura a 90°C y se dispuso en un bafio de
agua a 90°C por 20 min. Luego la pulpa fue filtrada y lavada con 1000 mL de agua
nanopura. La efectividad de los tratamientos con xilanasas se midio por el método de
solubilidad al alcali a 18% (S18) de acuerdo con la norma TAPPI T235 cm:2000.

IV.1.3. Extraccién caustica en frio (CCE)

La extraccion caustica en frio (CCE) se realiz6 con el fin de extraer los xilanos
residuales de la pulpa Kraft asi como convertir parcialmente la celulosa | a Il. El
procedimiento se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Carrillo-Varela et al.

(2019) utilizando una solucion de NaOH al 15% (m/v) para tratar la pulpa al 10% (m/v)
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de consistencia. El tratamiento se realiz6 en bolsas de polietileno sumergidas en bafio
de agua a 30°C durante 1 h. Una vez terminado, la pulpa se filtr6 y se lavo con
abundante agua hasta alcanzar pH neutro, luego se drend el exceso de agua hasta una
consistencia de 30-35% (m/v). Esta muestra fue codificada como CCE15.

IV.1.4. Tratamiento enzimético con endoglucanasa

Los tratamientos fueron realizados con endoglucanasa comercial expresada en
Trichoderma reesei (9012-54-8, Sigma-Aldrich, EE. UU.) con el fin de disminuir el grado
de polimerizacion de la celulosa (determinado indirectamente por viscosidad intrinseca)
para aumentar su reactividad. Esto se aplicd sobre las muestras de pulpa blanqueada
(BEKP) y extraida con alcali (CCEL5). Previamente, la actividad de la enzima se
determind por el método descrito por Tanakay Taniguchi (1981). Se eligio una dosis de
50 Ul/g (de pulpa), la cual se mezcloé con agua nanopura (pH 5) hasta alcanzar una
consistencia del 3% (m/v). El tratamiento enzimatico se realizd en matraces Enlenmeyer
de 500 mL una incubadora (Daihan Labtech Co., Ltd., Korea) agitando a 120 rpm
durante 1 h a 50°C. Una vez finalizado el tratamiento se filtr0 y se afiadié agua nanopura
a 90°C y se coloco en barfio de agua a 90°C durante 20 min para su desnaturalizacion.
Finalmente, la pulpa se filtré y se realizé un lavado con abundante agua, y se eliminé el
exceso hasta alcanzar una consistencia cercana al 30%. Las muestras se codificaron
como CCE15-EG y BEKP-EG.

IV.1.5. Solubilidad en alcali (S18)

Las pulpas pretratadas con xilanasa, extraccion alcalina y endoglucanasas se
caracterizaron por el método de solubilidad en alcali al 18% o S18 de acuerdo con la
norma TAPPI T235 cm:2000, para determinar el porcentaje de carbohidratos de bajo
peso molecular presentes en las pulpas (hemicelulosas y celulosa). Este procedimiento
se basa en tratar la pulpa con una solucién de NaOH al 18% (m/m) a 25°C durante 1 h.
Para luego filtrar la pulpa y usar el filtrado para hacer una oxidacion con dicromato de
potasio y titulacion con sulfato de amonio ferroso. Todas las muestras se realizaron por

duplicado.
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IV.1.6. Viscosidad intrinseca

La viscosidad intrinseca de la pulpa se determindé de acuerdo con la norma ISO
5352:2010 (E) que consiste en disolver 0,1 g de pulpa en una solucion de
cuprietilendiamina (Supelco, Inc., EE.UU.) 0,5 M. Luego se vertié parte de la solucién
en un viscosimetro capilar del tipo "Ostwald" y se anot6 el tiempo que tarda la muestra
en pasar de una linea superior a otra inferior en el viscosimetro. Todas las muestras se

realizaron por triplicado.
IV.1.7. Difraccion de rayos X (XRD)

El efecto de los tratamientos en la estructura supramolecular de la celulosa (cristalinidad
y tamafio de cristal) se determind por difraccion de rayos X (XRD). Las muestras se
prepararon presionando 50 mg de fibras liofilizadas en una prensa hidraulica para
formar pellets. Los pellets se colocaron en un porta-muestras y los difractogramas se
recolectaron en un difractometro de rayos X D4 Endeavor (Bruker AXS Gmbh,
Alemania) con radiacién monocromatica Cu Ka (A = 0,154 nm) a 40 kV y 20 mA. Las
intensidades se midieron en el rango de 5° < 20 < 45°, con pasos de exploracion de
0,02°. El ajuste de la curva se realiz6 con el software PeakFit (Systat Software Inc., EE.
UU.) y el software OriginPro 2023 (OriginLab Co., EE. UU.) para identificar picos
individuales. En todos los casos, el r? < 0,95. El indice de cristalinidad XRD aparente
(Crl) de las muestras se calculé a partir de deconvolucion de areas a través de la
Ecuacion (1) (Park et al. 2010).

(1) Crl (%) = Acristies 10
ATotal

donde Acristaies €S la suma de las areas de bandas cristalinas y Aroal €S €l area total bajo

el difractograma.
A partir de la suma del area de los picos del mismo sistema cristalino (Zaci para celulosa

| y >acn para celulosa Il), se calcularon los porcentajes de celulosa | y celulosa I

utilizando las Ecuaciones (2) y (3) (Carrillo-Varela et al. 2018).
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(2) Cellulose | (%) = ZZL x Crl

Aaci+AcIl

(3) Cellulose Il (%) = —22S1__ x (rl

Y Aaci+AcIl

El tamafio del cristalito lateral (Li200)) se calculd a partir de la Ecuacion de Scherrer (4)
(Scherrer 1918).

kxA
B x cos@

(4) L 200=

donde L es el tamafio del cristalito (nm), k es la constante de Scherrer (0,96), A es la
longitud de onda de los rayos X, 3 es la mitad del maximo de ancho completo (FWHM)
de la reflexiéon (200) en radianes, y 6 es el angulo de Bragg correspondiente al plano
(200).

IV.1.8. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Fracciones de las pulpas provenientes de los diferentes ensayos fueron liofilizadas v,
posteriormente, se montaron en porta-muestras para aplicar un recubrimiento
conductor utilizando un metalizador (SPI-MODULE sputter, EE. UU.). El recubrimiento
de oro se realiz6 durante 60 s. Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio
electronico de barrido (JEOL JSM-6380LV, Japon) para la captura de imagenes. Se

obtuvieron micrografias SEM a niveles de aumento de 20 pm, 50 umy 100 pum.

IV.1.9. Fosforilacion quimica de pulpas

La fosforilacién se realizé sumergiendo las pulpas quimico-enziméaticas en una solucion
de relacion molar 1,0/0,6/8,0 de AGU/(NH4):HPO4/CO(NH2)> (unidad anhidro
glucosa/fosfato diamonico/urea). La suspension se mezcld, se dejo reposar durante 20
min y luego se sec6 a 60°C en estufa durante 16 h. La reaccion de fosforilacion se
realiza en estufa a 150°C durante 1 h. La celulosa modificada obtenida se lavd con
abundante agua nanopura. Finalmente, se drendé a aproximadamente 20% de

consistencia y se almacen6 en frio a 4°C.
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IV.1.10. Microscopia electronica de barrido con sonda de rayos X de dispersién
de energia (SEM-EDS)

Como andlisis semicuantitativo de los elementos fosfato, carbono y oxigeno se realizé
microscopia electrénica de barrido (JEOL JSM-6380LV, Japon) detallada en la seccién
IV.1.8., pero esta vez utilizando la sonda de rayos X de dispersion de energia (EDS)
incorporada. EI SEM-EDS fue conectado a una computadora personal para la captura

de imégenes.
IV.1.11. Infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Las muestras liofilizadas se analizaron en un espectrofotometro FTIR IRAffinity-1S con
reflectancia total atenuada (ATR) (Shimadzu Co., Japon). Los espectros se registraron
en la region de 400—4000 cm™". Luego fueron normalizados (0,1) y tratados con el filtro
de Savitzky—Golay (22 pts) en el software OriginPro 2023 (OriginLab Co. EE. UU.).

IV.1.12. Titulacion conductimétrica

Los experimentos se realizaron para determinar el contenido de carga negativa,
siguiendo el método descrito por Saito y Isogai (2004), que consistié en disponer 0,3 g
de pulpa en 50 mL de agua nanopura y agregar 5 mL de NacCl (0,01 M) mientras se
agita durante 5 min hasta obtener una mezcla homogénea. A partir de ese momento se
empez6 a anadir HCI (0,1 M) hasta alcanzar un pH cercano a 2,5-3 sin dejar de agitar
la suspension. Luego, se agregd NaOH (0,01 M) en dosis de 1 mL en pulpas fosforiladas
y 250 pL en pulpas sin fosforilar mientras se anotaba la conductividad y el pH hasta
llegar a pH 11. El contenido de carga superficial negativa en la pulpa se calcul6 con la

Ecuacion (5).

(5) Contenido de carga superficial negativa = —CN?’,\‘ZH *(VorV1)
Celulosa

Donde Cnaon €s la concentraciéon de NaOH (0,01 M), V1 es el volumen que ocup6 hasta

llegar al punto de inflexion 1 donde se consume por completo el acido fuerte (HCI) y
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comienza el consumo del acido débil, V- es el volumen donde se produjo el exceso de

NaOH (punto de inflexion 2) y Mceluiosa €S la masa de la celulosa (0,3 g).
IV.1.13. Adsorcién de azul de metileno (MB)

La capacidad absorbente de colorantes cationicos de la celulosa sin fosforilar y
fosforilada se investigd siguiendo el método descrito por Carrillo-Varela et al. (2022) por
duplicado. Se adicionaron 20 mL de azul de metileno (MB) en un rango de
concentracion de 10 a 120 mg/L, en el caso de pulpa no fosforilada y, de 250 a 1250
mg/L, para pulpa fosforilada, en tubos Falcon con 15 mg (peso seco) de pulpa nunca
seca (humedad de 20% aproximadamente). Los tubos se colocaron en un agitador-
incubador orbital (Edmund Buhler, Alemania) a temperatura ambiente y con agitacion a
100 rpm durante 24 h. La concentracion de MB en solucion se midié utilizando un
espectrofotometro UV-Vis-1280 (Shimadzu Co., Japon). Los datos se recogieron a 664
nm (el peak maximo de absorbancia observado para MB). La capacidad de adsorcion
de MB de pulpas de celulosa fosforiladas y no fosforiladas nunca secadas se calculd

utilizando la Ecuacion (6).

Co—Ce)'V
(6) g = 72~

m
donde Co y Ce son las concentraciones iniciales y de equilibrio de MB (mg/L),
respectivamente, V es el volumen de solucion de MB (L) y m es la masa en peso seco

de la pulpa de celulosa (g).

Los modelos de isotermas de Langmuir y Freundlich se estudiaron utilizando las
funciones de ajuste de curvas del software OriginPro 2023 (OriginLab Co., EE. UU.). La
expresion no lineal del modelo de isoterma de Langmuir viene dada por la Ecuacion (7)
(Langmuir 1916).

Ce
(7) de = qmaxKL FLCe

donde ge Y gmax SON la capacidad de adsorcion en equilibrio y la capacidad maxima de

adsorcion (mg/g), respectivamente, Ce es la concentracion de solucion de MB en la
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etapa de equilibrio (mg/L), y KL es la constante de Langmuir (L/mg), que se relaciona
con la energia libre y la afinidad de adsorcion.

La expresion no lineal del modelo de isoterma de Freundlich viene dada por la Ecuacion
(8) (Freundlich 1906).

8) g = KxC.'"

donde Kr y n son constantes relacionadas con la capacidad de adsorcion (L/mg) y la
intensidad de adsorcion del hidrogel, respectivamente. Los parametros de Langmuir y
Freundlich se estimaron utilizando las funciones de ajuste de curvas del software
OriginPro 2023 (OriginLab Co., EE. UU.).

IV. 2. Nanocelulosas
IV. 2. 1. Preparacion de nanocelulosas

Las muestras utilizadas para la preparacion de nanocelulosa fueron las muestras
BEKP-EG, BEKP-P, BEKP-EG-P, CCE15-P y CCE15-EG-P. Las nanocelulosas se
prepararon al 1% de consistencia en un homogeneizador de alta presion NS1001
PANDA 2 K-GEA (GEA Group AG, Alemania) donde la suspension de fibras fue
sometida 9 veces a presion creciente siendo 3 veces a 300 bar, 3 veces a 600 bar y 3
veces a 900 bar. Posteriormente, fueron conservadas en botellas de plastico a 8°C

hasta su utilizacion en la produccién de peliculas de nanocelulosa.
IV. 2. 2. Preparacion y caracterizacion de peliculas de nanocelulosa

Las peliculas se prepararon mediante drop-casting vertiendo el equivalente a 20 g/m?
de nanocelulosa en una placa de Petri de plastico (9 cm de diametro), dejandose
evaporar el agua a temperatura ambiente por aproximadamente 48 h. La
caracterizacion de las peliculas de nanocelulosa consistié en determinar las siguientes

propiedades:
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Opacidad: representa el nivel de transparencia de las peliculas y se midié en un
espectrocolorimetro portati CAPSURE (X-Rite Inc., EE. UU.) utilizando la funcion
"comprobacion de opacidad"”, la cual consiste en la captura de imagen de 8 mm de la
pelicula contra un fondo blanco y uno negro por 1.8 s con una iluminacién de 25 LED
(8 longitudes de onda visibles, 1 UV) en una camara monocromatica. Se realizaron las
mediciones de las muestras en duplicado.

Tasa de transmision de vapor de agua (WVTR): se cuantificd por el método dry cup
(norma TAPPI T448:1997). Para ello, las peliculas de nanocelulosa se colocaron en
vasos impermeables de mismas dimensiones que contenian gel de silice. Los vasos se
sellaron con un O-ring y se mantuvieron en una sala acondicionada a 23°C y 50% de
humedad relativa por 8 h. Durante este periodo, el peso de las peliculas fue registrado
en balanza analitica (Kern & Sohn GmbH, Alemania) cada 1 h por 8 h. Se realiz6 la
prueba en duplicado y el WVTR se calculé utilizando la Ecuacion (9).

(9) WVTR = 2%

AXxt

donde Aw es el incremento de peso hasta el tiempo t y A es el area de transmision.

Espesor: consistié en medir el espesor de cada pelicula de CNF usando un micrémetro
digital D-2000 (Electromatic Equipment Co., Inc.EE. UU.) provisto de dos superficies de

presion circular planay paralela entre si (norma ISO 534:2005). Se realiz6 en triplicado.

Porosidad Gurley: consistié en determinar la permeabilidad al aire de las peliculas de
CNF utilizando el aparato Gurley (Kumagai Riki Kogyo Co., Ltd., Japon), midiendo el
tiempo (s) que tarda en pasar 100 mL de volumen de aire a través de la pelicula en una
superficie de 642 mm? a 1,22 kPa de presion (norma ISO 5636-5:2013). Se repitio la

prueba 5 veces por muestra.

indice de resistencia a la traccion: se determind en una maquina universal de
ensayos Instron TM 1122 (Instron, EE. UU.) de acuerdo con la norma ISO 1924:2008.
El ensayo consistio en montar las muestras de 15 cm de largo y 15 mm de ancho en el
equipo y medir la elongacion a una velocidad constante de 20 mm/min hasta la fractura

del material. Se realiz6 el ensayo en triplicado.
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indice de resistencia a la explosion: se determind con un sistema hidraulico digital
EM-50 (IDM Instruments Pty Ltd, Australia) de acuerdo con la norma ISO 2758:2001.
El ensayo consistio dejar sujeta la pelicula de CNF al diafragma del sistema hidréulico
para medicién de la presion ejercida (tasa de bombeo de 95 mL/min) sobre un area
circular de 30.5 mm de diametro hasta la explosion del material. Se realizé el ensayo

por triplicado.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Tratamiento con xilanasa

La Figura 1 muestra los resultados de la solubilidad en alcali al 18% de las pulpas
tratadas con xilanasa de Aspergillus oryzae. Las dosis probadas (1, 5, 20, 50, 150 y
250 Ul/g) presentaron valores de S18 entre 8,37%-9,37%. Los resultados no mostraron
diferencias significativas entre las diferentes dosis aplicadas y el control, las pulpas
presentan contenidos similares de polisacaridos extraibles (hemicelulosas y celulosa

de baja masa molecular) en las condiciones ensayadas.

AlmIof (2013) también reportdé este fenomeno utilizando tratamiento de 50 Ul/g de
xilanasas Pulpzyme HC de especies de Bacillus modificadas genéticamente
(Novozymes AS, Denmark). En los resultados de S18 obtuvo valores de 6,8% para la
pulpa tratada con xilanasas mientras que el control fue 2.1%. El autor también estimo
la composicion de carbohidratos siguiendo el estandar SCAN-CM 71:2009, basado en
un tratamiento de hidrolisis acida para la obtencibn de monosacéaridos y su
cuantificacion mediante cromatografia ionica. Utilizando este método el porcentaje de
celulosas fue de 97% y de hemicelulosas fue de un 3%, tanto en la pulpa tratada con

xilanasas como en el control.

Por otro lado, autores como Kopcke (2008) y Ibarra et al. (2010) han propuesto agregar
una etapa de extraccion alcalina al 9% luego del tratamiento con xilanasas como una
alternativa para bajar la carga quimica necesaria para extraer los xilanos, esto seria
contraproducente teniendo en cuenta que se ha reportado que un tratamiento alcalino
de extraccion caustica fria al 10% NaOH es adecuado para obtener pulpas Kraft de
eucalipto con menos del 2% de xilanos residuales (Carrillo-Varela et al. 2019). Dado los
resultados obtenidos, se decidid no utilizar el pretratamiento con xilanasa como parte

del trabajo experimental realizado en las siguientes etapas de esta tesis.
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Figura 1. Solubilidad en alcali (S18) de pulpas Kraft blanqueadas de eucalipto (BEKP)
tratadas con enzima xilanasa de Aspergillus oryzae.

V.2. Pretratamiento quimico-enzimatico de pulpa Kraft de eucalipto blanqueada
(BEKP)

El pretratamiento quimico enzimatico utilizado en la pulpa Kraft blanqueada de eucalipto
(BEKP) fue la extraccion alcalina con NaOH al 15% (CCE15) para remocion de xilanos
residuales (en reemplazo de la xilanasa) y el uso de endoglucanasa (EG) de T. reesei
para reducir la viscosidad intrinseca de la celulosa. La sintesis de resultados obtenidos

en la caracterizacion de las diferentes muestras se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacidon de las pulpas de celulosa.
Viscosidad Crl (%) CI(%) CIl (%) La2oo (nm)

Muestra S18 (%) intrinseca
(mL/g)
BEKP 8,57+ 0,24 729 + 27 60,2 60,2 - 4,2
BEKP-EG 11,10+ 0,41 578 +8 69,0 69,0 - 4,4
CCE15 1,98 +£0,18 502 + 15 58,6 17,7 41,0 4,6

CCE15-EG 1,46+0,16 457 +11 61,5 20,9 40,5 3,9
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El método de solubilidad en alcali S18 permitié determinar el contenido de xilanos
residuales y celulosa de baja masa molar que fueron disueltos en &lcali a esta
concentracion (Sixta 2006, Carrillo-Varela et al. 2018). La pulpa blanqueada (BEKP)
presentd un S18 de 8,57%, este porcentaje disminuye en las pulpas tratadas con alcali
al 15%, llegando a un 1,98% y 1,46%, en las muestras CCE15 y CCE15-EG,
respectivamente. Estos resultados eran esperables debido a que a estas
concentraciones de alcali la fibra estd mas hinchada lo que favorece la remocion de
hemicelulosas (Carrillo-Varela et al. 2019). La muestra BEKP-EG presentd un
incremento de 2,57% comparado a BEKP debido al tratamiento enzimético, el cual
produjo un mayor contenido de celulosa de bajo peso molecular que se disolvié junto

con los xilanos (Kaur et al. 2021).

Por otro lado, la viscosidad intrinseca también se vio afectada por los tratamientos
guimico-enzimaticos (Tabla 1). La muestra BEKP present6 una viscosidad intrinseca
de 729 mL/g, al ser tratada con CCE15% disminuy6 a 502 mL/g. Carrillo-Varela et al.
(2022b) atribuyeron este fendmeno a que los tratamientos con NaOH a altas
concentraciones (17,5%) son capaces de hidrolizar enlaces glucosidicos y solubilizar
cadenas de baja masa molar. El tratamiento EG también disminuyo la viscosidad
intrinseca, presentando 578 mL/g en la muestra BEKP-EG. Mientras que la muestra
con la viscosidad mas baja fue la tratada con alcali y endoglucanasa (CCE15%-EG)
con valor de 457 mL/g, demostrando un efecto de los dos tratamientos sobre la celulosa

residual.

El efecto de los tratamientos quimico-enzimaticos en la estructura supramolecular de la
celulosa se pueden visualizar en los difractogramas de rayos X (XRD) después de la
deconvolucion de peaks (Figura 2). Los patrones de difraccion observados en las
muestras de BEKP son consistentes con la estructura de la celulosa | (Figura 2A 'y 2C).
Estos difractogramas mostraron peaks a 14,8°, 16,5° y 22,3° 20, asignados a los planos
cristalogréaficos (1-10), (110) y (200), respectivamente, y la reflexion de 34,5° 26 se
asigno al plano (004) de celulosa | (Carrillo-Varela et al. 2019). Sin embargo, para la
muestra tratada con NaOH al 15%, la reflexion de 22,3° 26 disminuye vy, las reflexiones
en las posiciones de 20 12°, 20° y 21,6°, son consistentes con la estructura de la
celulosa Il (Figura 2B y 2D). Estas reflexiones se asignan a los indices de Miller de (1-

10), (110) y (020), respectivamente, ademas de la reflexion a 34,5° 26, asignada al
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plano (004) de la celulosa Il (Carrillo-Varela et al. 2019). Con respecto a los
difractogramas de las muestras tratadas con EG (Figura 2C y 2D), muestran que la

enzima no tuvo efecto en la estructura de los polimorfos, como era esperado.

A Celulosal:
2: (1-10)
Celulosa l: 3: 110
1: (1-10) 6: 200
2: 110 I 7: 004
: 3 O.bseruado Observado
3: 200 —— Ajustado .
4; 004 Celulosall: Ajustado
1: (1-10)
4: 110
5: 020
! 4
I T T ; T ; m : ! ; : = == I .. VU
85 10 15 2 25 30 35 40 45 5 10 15 20 25 30 35 40 45
2 Theta (grados) 2 Theta (grados)
Celulosal:
2: (1-10)
Celulosa l: :: ;ég
1 (1-10) —— Observado ? 004
2: 110
: —— Ajustado Observado
3: 200 —— Ajustado
4: 004 Celulosall:
1: (1-10)
4: 110
4
T T T T T T L{A:‘Qi_’-l 1 T T —— - =
10 15 20 25 30 35 40 45 ) 10 16 20 25 30 a5 40 45
2 Theta (grados) 2 Theta (grados)

Figura 2. Difractogramas XRD de ajuste de curvas. Muestras: (A) BEKP, (B) CCE15,
(C) BEKP-EG y (D) CCE15-EG.

En la Tabla 1 se muestran los valores de cristalinidad (Crl) y proporciones de celulosa
| (CI) y celulosa Il (Cll) en las muestras. El tratamiento con NaOH al 15% provoco una
disminucién del grado de cristalinidad, donde BEKP tuvo un 60,2% del Crl mientras que
CCE15 presentd un 58,6%. Oudiani et al. (2011) reportaron una disminucion
considerable del Crl a concentraciones de NaOH superiores al 2% atribuido a la
mercerizacion, que conduce a un reordenamiento de las cadenas de celulosa. El
tratamiento EG influyd en el incremento del Crl de 60,2% en BEKP a un 69% en BEKP-
EG y de 58,6% en CCE15% a un 61,5% en CCE15%-EG. Esto ocurre porque las
enzimas degradan las cadenas amorfas de celulosa, facilitando su extraccidén posterior
y aumentando proporcionalmente el contenido de celulosa cristalina (Beyene et al.

2018, Tonoli et al. 2021). La Tabla 1 también muestra el contenido de celulosa | (Cl) y
23



de celulosa Il (Cll), revelando que la estructura cristalina del polimorfo de celulosa II
predomina en todas las pulpas tratadas con NaOH al 15%. Durante este proceso, el
alcali penetra en las fibras de celulosa, causando su hinchamiento, luego, las cadenas
de celulosa se reorganizan convirtiendo la celulosa nativa | (cadenas alineadas en

paralelo) a celulosa Il (antiparalela) (Oudiani et al. 2011, Carrillo-Varela et al. 2019).

Los resultados del tamafio lateral del cristalito de celulosa | (200) (L00)) muestran que
el tratamiento con NaOH al 15% provoco un incremento del Li2o0) de 4,2 nm en BEKP
a 4,6 nm en CCEL5. Explicaciones para este incremento se relacionan por la unién o
coalescencia de dos o mas cristales que forman un cristal mas grande, causada por
hornificacion o unién irreversible de sitios hidrofébicos en la microfibrilla (Newman 2004,
Daicho et al. 2021, Solhi et al. 2023), una reorganizacion de las cadenas de celulosa
después de la remocion de las hemicelulosas, por aumento de los enlaces
intermoleculares de hidrégeno (Carrillo-Varela et al. 2018). El tratamiento EG tuvo un
efecto en el Lioo) en las muestras BEKP y CCEL5, presentando en BEKP-EG un
incremento de 0,2 nm, atribuido a la degradacion de las regiones amorfas, produciendo
un incremento de celulosa cristalina (Verma et al. 2016, Tonoli et al. 2021). Por otro
lado, cuando el tratamiento EG se realiza en celulosa Il (CCE15-EG), la L00) disminuy6
0.7 nm. Lo que puede estar asociado al cambio en el orden de la estructura cristalina,

aumentando la accesibilidad de la enzima (Ferro et al. 2020, Tonoli et al. 2021).

La apariencia a nivel microscopico de las fibras de la pulpa blanqueada (BEKP) y pulpas
tratadas con enzimas quimicas se pueden observar en las imagenes SEM presentadas
en la Figura 3. Las imagenes de BEKP (Figura 3A, 3B y 3C) muestran que el espacio
entre las fibras era estrecho y que eran rugosas en la superficie. La muestra BEKP-EG
(Figura 3D, 3E y 3F) present6 fibras mas delgadas que BEKP, pero la misma rugosidad
superficial. Por otro lado, las fibras de la muestra CCE15 (Figura 3G, 3H e 3I) estaban
hinchadas y también mostraron un mayor adelgazamiento de fibras comparado a
BEKP, debido a un aumento del area de superficie causada por la mercerizaciéon
(Kunusa et al. 2018). La muestra de CCE15-EG (Figura 3J, 3K y 3L) es visiblemente
diferente de todas las demas pulpas, porque conserva algo de la hinchazon causada

por el tratamiento CCE15, pero su superficie esta rugosa por el tratamiento enzimatico.
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Figura 3. Microscopia electrénica de barrido (SEM) a 100, 50 y 20 um de (A, By C)
BEKP, (D, Ey F) BEKP-EG, (G,Hel) CCE15y (J, Ky L) CCE15-EG.

V.3. Fosforilacion de las pulpas de celulosa

Los espectros FTIR-ATR de pulpas fosforiladas y no fosforiladas son mostrados en la
Figura 4. Este analisis se utilizé6 para verificar la presencia de grupos funcionales
asociados a fosforo, indicando que la fosforilacion ocurri6 en la celulosa. Las
vibraciones en longitud de onda 3340 cm™ corresponden a los grupos O-H, en la
longitud 2890 cm™ corresponden a los grupos C-H. En el caso de las muestras
fosforiladas, se observé la aparicion de sefiales correspondientes a los grupos C=0 en
la longitud de onda 1730 cm, grupos P=0 en 1230 cm™, grupos P-OH en 920 cm?t y
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grupos P-O-C en 830 cm (Lehtonen et al. 2020, Hadid et al. 2021). La presencia del
grupo C=0 indica que ocurrié oxidacion de las fibras por causa de la fosforilacion, ha
sido reportado que este fendbmeno aumenta al realizar un mayor tiempo de reaccion
(Ghanadpour et al. 2015).

3340 2890 1730 1230 920830

CCE15-EG-P
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Figura 4. Espectros ATR-FTIR de pulpa Kraft blanqueada de eucalipto (BEKP) y pulpas
fosforiladas (BEKP-P, BEKP-EG-P, CCE15-P, CCE15-EG-P).

El efecto de los tratamientos quimicos-enzimaticos en la biometria de las fibras de las
pulpas no fosforilaras y fosforiladas se presentan en la Tabla 2. La muestra BEKP
presentd fibras con una longitud promedio de 0,715 mm, luego cuando la pulpa fue
tratada con EG este valor disminuyé levemente a 0,699 mm. Las fibras de las muestras
de CCE15 tenian una longitud mucho menor (0,535 mm) que las otras muestras
mencionadas provocada por la hidrélisis parcial de la celulosa en condiciones alcalinas
(Ji et al. 2018). Sin embargo, en la muestra CC15-EG el valor se eleva a 0,551 mm,
debido a que las fibras mas cortas fueron hidrolizadas, aumentando la proporcion de
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fibras largas. La fosforilacion no provocé efectos en la biometria de las fibras de la
muestra BEKP, pero si en las pulpas quimico-enziméaticas, disminuyendo su diametro,
aumentando su ancho y generando mas finos. El acortamiento de las fibras y el
aumento del contenido de finos es habitual en tratamientos de fosforilacion tan
prolongados. Mientras que el ancho aument6 debido a la presencia de grupos fosfato,
ya que al ser hidrofilicos provocan un mayor hinchamiento de las fibras (Hou et al.
2022).

Tabla 2. Biometria de fibras de pulpas no fosforiladas y fosforiladas.

Muestras Longitud (mm) Ancho (um) Finos (%)
BEKP 0,715 £ 0,004 18,6 £0,2 40+£0,1
BEKP-EG 0,699 £ 0,001 17,8+0,1 42+04
CCE15 0,535 + 0,006 17,7+0,5 6,7 +0,6
CCE15-EG 0,551 +0,006 17+0 6,2+0,8
BEKP-P 0,697 £ 0,003 19+0 4,4 +0,3
BEKP-EG-P 0,525 + 0,004 254+0,1 24 +4
CCE15-P 0,54 + 0,07 21,9+0,9 22+3
CCE15-EG-P 0,61 + 0,02 26,504 8,35+ 0,07

La Figura 5 presenta las distribuciones (por clase de tamafio) de las pulpas no
fosforiladas (Figura 5. A) y fosforiladas (Figura 5. B). Con respecto a las muestras no
fosforiladas, CCE15 y CCE15-EG presentan una mayor proporciéon (0,51 y 0,49,
respectivamente) de fibras cortas (0,2-0,5 mm) que las muestras BEKP y BEKP-EG
(0,23 y 0,25, respectivamente). Mientras que estos Ultimos tienen un mayor contenido
de fibra entre 0,7 a 4 mm. Confirmandose la influencia del tratamiento alcalino sobre el
tamafo de las fibras, mientras que el efecto del tratamiento con EG es minimo. Otra
tendencia se observa en las pulpas fosforiladas. Aunque las fibras BEKP-P no son
diferentes a las fibras BEKP, las fibras de la muestra BEKP-EG-P presentaron un alto
porcentaje de fibras cortas (0,57%), demostrando la influencia del pretratamiento con
EG y fosforilacion, por acortamiento de fibras. Sin embargo, este valor disminuye en las
muestras de CCE15, probablemente debido a la disolucion o pérdida de fibras cortas y

finos durante la fosforilacion.
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Figura 5. Distribucién de clases de longitud de fibra de pulpas quimico-enzimaticas A.

no fosforiladas y B. fosforiladas.

Las muestras CCE15-EG y CCE15-EG-P fueron seleccionadas para la realizacién de
SEM-EDS (Figura 6). En ellas no se observan cambios morfoldgicos aparentes debido
a la fosforilacion. Se utiliz6 EDS como analisis semicuantitativo para comparar los
porcentajes de elementos presentes en la superficie de pulpas fosforiladas y no
fosforiladas. Los espectros EDS muestran la presencia de elementos de carbono y
oxigeno en sus energias de enlace correspondientes alrededor de 0,2 y 0,5 keV.
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CCE15-EG-P tiene la presencia de un peak adicional del elemento fésforo en torno a 2

keV, que corresponde a un 2,98 % (% en masa) de contenido de fésforo en la muestra.

A.

ELEMENT| WT% |ATOMIC%
Cc 57.49 64.3
O 42.51 35.7
100

ELEMENT| WT% | ATOMIC%
C 46.56 54.4
O 50.46 4425
1.35
100

Figura 6. Micrografias SEM y espectros de rayos X de dispersion de energia (EDS) de
(A) CCE15-EG y (B) CCE15-EG-P.

Para conocer el contenido de carga superficial negativa en las fibras y dar una idea de
la cantidad de fosfato en la pulpa se ha utilizado el método de titulacién conductimétrica.
La primera region corresponde al consumo de protones libres fuertes (H+) presentes
en solucién, lo que conduce a una importante disminucién de la conductividad debido
a la adicién de NaOH. La segunda regién esta relacionada con la neutralizacion de los
acidos deébiles (COOH y P-OH) presentes en la superficie de la celulosa que nos
permiten determinar el contenido de carga total, y la region final se asigna al exceso de
NaOH agregado (-OH) (Ablouh et al. 2021, Ait et al. 2021). En la tabla 3 se encuentran
la determinacion de la carga superficial negativa (mmol/g), las pulpas no fosforiladas
oscilaron entre 0,0596 y 0,08 mmol/g. Por otro lado, las pulpas fosforiladas tuvieron
valores entre 2.87 a 3.83 mmol/g, estas diferencias son por el caracter polianiénico del
fosfato (Ablouh et al. 2021). El contenido de carga superficial negativa no present6 una
tendencia clara respecto de los pretratamientos probados mediante el método de

titulacién conductimétrica. A pesar de ello, la pulpa con un mayor contenido de cargas
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negativas superficiales fue la realizada a partir de la muestra CCE15-EG con 3,83

mmol/g.

Tabla 3. Contenido de carga negativa de pulpas no fosforiladas y fosforiladas.

Muestras Pulpas no fosforiladas  Pulpas fosforiladas

(mmol/g) (mmol/g)
BEKP 0.080 + 0.002 3.13+£0.07
BEKP-EG 0.0596 + 0.0009 2.87 £0.08
CCE15 0.0736 + 0.0008 3.21+0.25
CCE15-EG  0.070 £0.002 3.83+0.34

La Figura 7 muestra experimentos de adsorcion realizados a diferentes
concentraciones de azul de metileno (MB) en el rango de 50 a 1500 mg/L para pulpas
fosforiladas (Figura 7B) y de 5 a 80 mg/L en el caso de pulpas no fosforiladas (Figura
7A). Estos experimentos se basan en la evolucion de la adsorcion de MB, para
determinar la concentracion remanente en solucion en equilibrio (Hadid et al. 2021).
Los modelos de isoterma de Langmuir y Freundlich se utilizan para describir el
mecanismo de adsorcion, donde el modelo de Langmuir asume que la adsorcion ocurre
en la superficie en forma homogénea sin interaccion entre las moléculas adsorbidas y
el modelo de Freundlich asume que la adsorcién ocurre en la superficie en forma
heterogénea con interaccion entre las moléculas adsorbidas por adsorcién escalonada
en multicapa, lo que significa que la capacidad de adsorcién aumenta infinitamente con
el aumento de la concentracion inicial del adsorbato (Li et al. 2019, Carrillo-Varela et al.
2022a).
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Figura 7. Capacidad de adsorcion de azul de metileno (MB) de pulpas quimico-
enzimaticas (A) no fosforiladas y (B) fosforiladas.

La isoterma de Langmuir se ajustd mejor a los datos experimentales de adsorcion y
mostré valores de R? mas altos (Tabla 4). En el caso de experimentos no fosforilados
(Figura 7A) las muestras BEKP y BEKP-EG tienen una mayor capacidad de absorcion,
con 43 y 50 mg/g, respectivamente (Tabla 4). Posiblemente por la mayor cantidad de
xilanos en las muestras BEKP en comparacion con la pulpa CCE15-EG (Tabla 1). Los
xilanos son hidrofilicos, por lo que un aumento en su contenido provocara una mayor
adsorcion de agua (Zhang et al. 2011, Kulasinski et al. 2015). Por lo tanto, parte del
azul de metileno podria haber sido adsorbido junto con el agua. Sin embargo, en
comparacion con la pulpa fosforilada la absorcion de las muestras no fosforiladas es
muy baja debido a la ausencia de grupos fosfatos. En el caso de las pulpas fosforiladas
la muestra CCE15-EG-P se constatd como la méas alta en contenido de fosfato debido
a su Qmaxde 1994 mg/L (Tabla 4) y contenido de carga negativa de 3,83 mmol/g (Tabla
3).
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Tabla 4. Parametros para los modelos de isoterma de Langmuir y Freundlich de
adsorcion de MB en pulpas fosforiladas y no fosforiladas.

Muestras Modelo Langmuir Modelo Frendlich

Qmax Ky (L/mg) R? Kr n R?
(mg/g) (L/mg)

BEKP 43 0,034 0,97 4 0,49 0,92

BEKP-EG 50 0,021 0,98 3 0,58 0,96

CCE15%-EG 13 0,121 0,93 4 0,26 0,78

BEKP-P 1621 0,001 0,95 13 1,63 0,91

BEKP-EG-P 1606 0,001 0,94 13 1,63 0,89

CCE15%-EG-P 1988 0,001 0,95 11 1,54 0,91

V. 4. Nanofibras de celulosa fosforilada

Se evaluaron las siguientes muestras para la produccion de nanofibras de celulosa por
homogeneizacion a alta presion: BEKP, CCE15, CCE15-EG, BEKP-EG, BEKP-P,
BEKP-EG-P, CCE15-P y CCE15-EG-P. Las muestras BEKP, CCE15 y CCE15-EG, no
se pudieron procesar, una vez que no pasaban por el equipo, obstruyendo el orificio de
salida del homogeneizador. La Unica pulpa no fosforilada que se pudo homogeneizar
fue la muestra BEKP-EG, lo que demuestra la importancia del pretratamiento
enzimatico para la produccién de CNF. La no procesabilidad de CCE15 y CCE15-EG
indica que la remocion de xilanos puede haber sido un factor determinante dado que
actian como “espaciadores” entre las cadenas de celulosa, ademas de contribuir a la

absorcion de agua durante el proceso (Zhang et al. 2011, Kulasinski et al. 2015).

Todas las pulpas que pasaron por el proceso de fosforilacion pudieron ser
homogeneizadas, explicado por repulsion electrostatica de los grupos fosfato cargados
anionicamente en la superficie de las fibras de celulosa, que permiten su mejor
dispersion en agua durante el tratamiento mecanico (Noguchi et al. 2017, Patoary et al.
2023). Una foto representativa de las suspensiones de CNF obtenidas se muestra en

la Figura 8.
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BEKP-EG BEKP-P BEKP-EG-P CCE15-P CCE15-EG-P

Figura 8. Suspensiones de nanofibras de celulosa no fosforilada (BEKP-EG) y
fosforiladas (BEKP-P, BEKP-EG-P, CCE15-P, CCE15-EG-P).

Las muestras de nanocelulosa producidas a partir de las pulpas BEKP-EG, BEKP-P,
BEKP-EG-P, CCE15-P y CCE15-EG-P fueron utilizadas para la produccion de peliculas
de nanocelulosa (Figura 9) para determinar algunas sus propiedades fisico-mecanicas
(Tabla 5y Figura 10).

BEKP-EG BEKP-EG-P

CCE15-P - CCE15-EGP

f

Figura 9. Peliculas de nanocelulosa producidas a partir de pulpa no fosforilada (BEKP-
EG) y fosforiladas (BEKP-P, BEKP-EG-P, CCE15-P, CCE15-EG-P).
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La pelicula BEKP-P presentdé una opacidad del 67,1% y es visiblemente menos
transparente que las demas. La segunda muestra con mayor opacidad fue CCE15%-
EG-P con un 21,1%. Las peliculas con menor opacidad fueron BEKP-EG con un
15,25%, BEKP-EG-P con un 14,05% y CCE15%-P con un 13,55%. Ademas de la mayor
opacidad, la muestra BEKP-P también tuvo el mayor espesor, con 0,026 mm, y
presentd una textura similar al papel, estas caracteristicas se atribuyen a estar menos
fibrilada (Figura 3A, 3B y 3C), con mayor contenido de hemicelulosa (Tabla 1), y mayor
viscosidad (Tabla 1). El espesor disminuye en las muestras BEKP-EG, BEKP-EG-P y
CCE15%-P, con un rango de 0,020-0,021 mm, finalizando con CCE15%-EG-P, la cual
obtuvo 0,018 mm.

Un resultado destacable fue que las peliculas desde CNF fosforiladas no presentaron
permeabilidad al aire dentro del periodo de tiempo del ensayo (Tabla 5). El método esta
disefiado para durar maximo 1 hora en ensayos con papel y carton (norma I1ISO 5636-
5). Con estas peliculas, el procedimiento se realiz6 por 2 horas sin observar resultados
significativos. Es relevante mencionar que cada analisis se realiza con 5 peliculas
distintas y que los resultados en la Tabla 5 indican el rango de valores obtenidos. Las
peliculas que no presentan permeabilidad al aire serian buenas candidatas para
aplicaciones en embalajes, por ejemplo, que requieran materiales como barrera de
oxigeno. La hornificacion y la cocristalizacion generadas por los procesos quimico-
enzimaticos ocasionaria una disminucion de la porosidad de la celulosa y, en
consecuencia, una conformacién de pelicula mas compacta y con menor permeabilidad
al aire (Chen et al. 2016).

La tasa de transmision de vapor de agua (WVTR) también se realizo para verificar la
permeabilidad de la pelicula frente a la humedad (Tabla 5). Las peliculas mas
permeables, es decir, con mayor WVTR, fueron BEKP-P con 306 g/m?-dia y CCE15%-
EG-P con 322 g/m?-dia. Por otro lado, las peliculas con mejor desempefio como barrera
al vapor de agua fueron BEKP-EG con 163 g/m?-dia, BEKP-EG-P con 194 g/m?-dia y
CCE15%-P con 197 g/m?-dia. Sin embargo, no se puede considerar que estas peliculas
tengan propiedades de barrera contra la humedad, porque los valores son superiores
a 5 g/m?-dia (a 25°C, 50% HR, 25 ym de espesor) de acuerdo a Aulin y Strém (2013),
reportado como valor indicativo de esta resistencia en composites de CNF pero no

especifica para peliculas de nanocelulosa. Este efecto parece ser menor en las
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peliculas de celulosa regenerada, donde una pelicula hecha de pulpa blanqueada Kraft
disuelta en una mezcla de LiOH/urea/H-O (relacion de peso: 5/15/80) con un espesor
de 55 um (78,5 g/m?), obtuvo una WVTR de 44 g/m?-dia, mientras que una pelicula
hecha de CNF-TEMPO con un espesor de 35 um (51 g/m?) obtuvo un WVTR de 132
g/m?-dia, ambos experimentos ensayados a 25°C y 50% HR (Bedane et al. 2015). Esto
ocurre probablemente debido a que al disolver la celulosa y luego regenerarla, las
cadenas van a cambiar su conformacion e interaccion formando una red mas
solidificada (Balkissoon et al. 2022). Esto es diferente para las CNF, las cuales se
caracterizan por ser higroscopicas, es decir, tiene una alta capacidad de absorcion de
humedad ambiental (Solhi et al. 2023).

Tabla 5. Caracterizacion de las peliculas de nanocelulosa.

Muestra Opacidad Espesor Permeabilidad al Tasa de
(%) (mm) aire (min/100 cm?3) transmision de
Rango de valores vapor de agua
observado WVTR (g/m?-dia)
BEKP-EG 15+1 0,021 + 28 min — 720 min 1634
0,002
BEKP-P 67 +2 0,026 + 186 min — Ind.* 306 £+ 20
0,002
BEKP-EG-P 14+1 0,020 Ind.* 194 +£13
0,001
CCE15-P 14+ 2 0,020 Ind.* 197 £ 27
0,003
CCE15-EG-P 212 0,018 £ Ind.* 322 £ 24
0,002

*Indefinido: 2 h sin movimiento

La Figura 10 muestra los resultados del indice de resistencia a la explosion y el indice
de resistencia a la traccion. En cuanto a los resultados del indice de resistencia a la
explosion, BEKP-P obtuvo un valor de 1,76 kPa-m?/g, valor mas bajo y unico con
diferencia significativa respecto a las otras peliculas, que proporcionaron indice de
resistencia a la explosion entre 3,09-3,34 kPa-m?/g. En base a estos resultados, se

observa que la fosforilacion no tiene efecto en el indice de resistencia a la explosion,
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por lo que la diferencia se atribuye principalmente a los pretratamientos por CCE15 y/o
EG.

La figura 10 también muestra que BEKP-EG fue la pelicula con el indice de resistencia
a la tracciébn mas alto, con 94,16 N-m/g. Por otro lado, el valor méas bajo fue de CCE15-
EG-P con 9,04 N-m/g, por lo que es probable que tratamientos muy severos, como la
fosforilaciéon, produzcan un efecto negativo en este indice. Zeng et al. (2021) produjeron
peliculas CNF hechas con distintas combinaciones: BSKP (Pulpa Kraft blanqueada de
pino) (15 mg/g) tratada con 20 mg/g de EG durante 2 h y molienda; molienda y
microfluidizacion; o TEMPO y molienda. Todas estas peliculas obtenidas en dicha
investigacion tuvieron un indice de resistencia a la explosion y traccion entre 1,1-1,8
kPa-m?/g y 15-28 N-m/g, respectivamente. Ambos intervalos son bajos en comparacion
con algunas peliculas obtenidas en este trabajo, especialmente la pelicula sin
fosforilacion BEKP-EG, indicando de forma general, que los tratamientos aplicados en
este trabajo, pueden generar CNF con algunas propiedades fisico-mecanicas

superiores a otros trabajos de la literatura.
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Figura 10. Propiedades mecéanicas de peliculas de nanocelulosa de muestras BEKP-
EG, BEKP-P, BEKP-EG-P, CCE15-P y CCE15-EG-P.
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La Tabla 6 muestra posibles aplicaciones de la CNF producida en este trabajo en
comparacion con otros trabajos publicados. BEKP-EG es una nanocelulosa libre de
fosfatos con propiedades de alta resistencia por lo que podria usarse para multiples
aplicaciones, por ejemplo, como aditivo o recubrimiento de papeles. En cuanto a la
muestra BEKP-P, esta no present6 propiedades de alta resistencia pero es una opcién
de nanocelulosa de menor costo, teniendo en cuenta que la fosforilacion es un
tratamiento considerado de bajo costo (Ghanadpour et al. 2015, Mulin et al. 2023),
comparado a un tratamiento enzimético o TEMPO (Serra et al. 2017), por lo que podria
ser utilizada como aditivo a materiales compuestos para aprovechar su contenido de
fosfato, como también puede ser una buena opcion su uso como absorbente de
contaminantes cationicos, principalmente iones de metales pesados y colorantes
(Hadid et al. 2021), para productos comerciales de control de derrames de algunos
guimicos, o biomateriales ignifugos (Ghanadpour et al. 2015). Las muestras BEKP-EG-
P y CCE15-P tienen propiedades similares, como alta resistencia a la explosion,
transparencia e impermeabilidad al aire. Estas caracteristicas se buscan en la industria
del embalaje, para compuestos y recubrimientos ignifugos (Ghanadpour et al. 2015,
Mishra et al. 2018).Por otro lado, las CNF de pulpa CCE15-EG-P, se elaboré con todos
los 3 tipos de tratamientos y, por los valores de S18 y viscosidad (Tabla 1) se puede
considerar una pulpa grado soluble, las cuales son utilizadas principalmente en textiles
y derivados de celulosa (Balkissoon et al. 2022). Si bien el tratamiento de fosforilacion
desempenia el papel de pretratamiento en la produccion de nanofibras, las CNF en
suspension se pueden desfosforilar por medio de un tratamiento a altas temperaturas
(80°C) por 8 dias, de esta forma se liberara sal de fosfato, la cual se puede extraer con
resinas de intercambio iGnico, de esta manera se pueden regenerar los hidroxilos libres
de la celulosa (Noguchi et al. 2020). Las CNF puras se pueden usar como aditivos para
mejorar las propiedades mecanicas en materiales papeleros y celulosa regenerada
(Xue et al. 2021).
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Tabla 6. Resumen de aplicaciones de nanofibras de celulosa (CNF) segun sus

propiedades.

Muestras Caracteristicas destacadas Ejemplos de aplicaciéon Referencia

BEKP-EG Propiedades de alta Peliculas para (Mishra et al.
resistencia envases, aditivo y 2018)

agente para
composites.

BEKP-P Adsorbente cationico de Agente para (Hadid et al.
bajo costo, retardante de composites. 2021)
llama.

BEKP-EG-P  Propiedades de alta Recubrimientos anti (Ghanadpour
resistencia, retardante de inflamables. et al. 2015)
llama, impermeabilidad al
aire, transparencia.

CCE15-P Propiedades de alta Recubrimientos anti (Ghanadpour
resistencia, retardante de inflamables. et al. 2015)
llama, impermeabilidad al
aire, transparencia.

CCE15-EG-P Grado de pulpa soluble, Agente para derivados (Xue et al.
retardante de llama, de celulosa de alta 2021)

adsorbente de matriz

cationico.

pureza.
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VI. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demostro la importancia de evaluar y aplicar pretratamientos
a la pulpa celulgsica antes de la produccion de nanofibras de celulosa o nanocelulosa.
En lo que se refiere a la hipotesis, esta ha sido rechazada, debido a que la pulpa con
solo un pretratamiento enzimatico obtuvo mayores propiedades de resistencia
mecénica que las nanofibras hechas por la combinacion de procesos quimico-
enzimaticos. Dado lo anterior, se resalta que esta tesis no buscé optimizar los procesos
guimico-enzimaticos aplicados o generar algun tipo de producto final especifico, ya que
las peliculas elaboradas sirvieron para determinar propiedades de la nanocelulosas.
Sin embargo, se demuestra que, dependiendo del tipo de tratamiento o combinaciones
de tratamientos aplicados sobre la celulosa para la generacion de CNF, productos con
diferentes caracteristicas pueden ser obtenidos, o que abre perspectivas de generar
nuevas investigaciones dando énfasis a la fosforilacion como una alternativa de
modificacion quimica de la celulosa, con o sin la presencia de enzimas hidroliticas. En

sintesis, las principales conclusiones de esta investigacion fueron:

1. En las condiciones y dosis ensayadas los tratamientos con xilanasas no fueron
efectivos en reducir el contenido de xilanos residuales en la pulpa, determinado
por solubilidad en alcali S18.

2. Los tratamientos quimico-enzimaticos causaron diversos cambios en la
morfologia y estructura de la fibra. El tratamiento CCE15 removié la mayor
cantidad de hemicelulosas residuales, provocé una disminucion del tamafio e
hinchamiento de las fibras, disminuyo la viscosidad, convirtié la celulosa | en
celulosa Il e incrementd el tamafio lateral de los cristales; mientras que el
tratamiento EG caus6 disminucion en la viscosidad y aumento en la cristalinidad
de la celulosa.

3. Todas las pulpas tratadas quimico-enzimaticamente fueron fosforiladas en
valores de cerca de 3 mmol/g pulpa siendo la muestra CCE15-EG-P con mayor
grado de fosforilacion (3,8 mmol/g pulpa).

4. La homogenizacién de las pulpas no fosforiladas para la generacion de CNF solo
pudo ser lograda con la pulpa BEKP-EG. En el caso de las pulpas fosforiladas,

todas fueron capaces de ser homogeneizadas para la obtencion de CNF.
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5. Las peliculas elaboradas con las diferentes CNF mostraron distintas

caracteristicas dependiendo del pretratamiento realizado.

a.

Con respecto a la transparencia de las peliculas, las mas destacadas
fueron BEKP-EG, BEKP-EG-P y CCE15-P.

Todas las peliculas fosforiladas presentaron una alta impermeabilidad al
aire.

El tratamiento (P) produce una disminucion de la resistencia a la traccion
independientemente del tipo de pulpa quimico-enzimatica utilizada.

La muestra BEKP-EG fue la CNF con mayor resistencia mecanica.

Las CNF fosforiladas tienen diversas ventajas por presentar grupos
fosfato, siendo de gran utilidad en compuestos retardantes de llama y
purificadores de agua, por ejemplo, indicando una posible aplicacion de

este biomaterial.
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