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Resumen

OBTENCION Y ESTERIFICACION SOSTENIBLE DE NANOCELULOSA
BACTERIANA PARA USOS QUE REQUIEREN REGULAR LA
POLARIDAD DE LAS NANOFIBRAS

El trabajo realizado en el marco de la presente Tesis se centr6d en evaluar la
utilidad de una metodologia novedosa de acetilacion para la hidrofobizacion de
nanofibras de celulosa bacteriana (BNC). En el curso del estudio, la ruta se extendio
a otras formas de nanocelulosa, como son las membranas enteras de BNC y los
nanocristales de celulosa de origen vegetal (CNC). La aplicacion concreta pensada
para las nanocelulosas modificadas fue su utilizacion como refuerzo de una matriz
polimérica biodegradable hidrofébica de interés comercial como es el acido
polilactico (PLA). El objetivo final del trabajo fue obtener materiales compuestos
biodegradables con propiedades mejoradas que dependen en gran medida de la

eficacia con que se haya logrado la compatibilizacion entre refuerzo y matriz.

El Trabajo de Tesis se organiz6 de la siguiente manera:

En el Capitulo 1 —Introduccion — se describen las caracteristicas mas relevantes
y las fuentes de celulosa y de nanocelulosas, con especial énfasis en las propiedades
y aplicaciones de la nanocelulosa de origen bacteriano. Posteriormente, se hace una
breve recopilacidon de las diferentes metodologias que han sido propuestas para la
hidrofobizacion de nanofibras de celulosa, particularmente mediante reacciones de
esterificacion. Entre ellas se describe la esterificacion de celulosa mediada por o-
hidroxiacidos de origen natural en condiciones relativamente suaves de reaccion y
sin cosolventes agregados, cuya utilidad para hidrofobizar nanocelulosas es objeto de
estudio en esta Tesis. El Capitulo finaliza con una introduccién a los materiales
poliméricos biodegradables, y una recopilacién de antecedentes sobre el uso de
nanocelulosas hidrofobizadas como refuerzo de matrices poliméricas biodegradables

hidrofébicas como es el PLA. Se presentan también los objetivos de la Tesis.
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En el Capitulo 2 — Experimental — se detallan los materiales y las metodologias
utilizadas para la obtencion de las nanocelulosas, su posterior acetilacion
organocatalitica en diferentes condiciones, y la preparacion de materiales
compuestos biodegradables de matriz de PLA reforzados con las nanocelulosas
modificadas. Se resume también la diversidad de técnicas utilizadas a lo largo de esta
Tesis para caracterizar los sustratos nanoceluldsicos, las nanocelulosas modificadas

y los materiales compuestos obtenidos.

En el Capitulo 3 — Estudio exploratorio de la acetilacion de nanocelulosa bacteriana
catalizada por o-hidroxiacidos — se presentan los resultados de un primer estudio
exploratorio dedicado a testear la capacidad de tres acidos organicos de origen
natural (acido lactico, acido (L)-tartdrico y 4acido citrico) para promover la
incorporaciéon de grupos acetilo en las nanofibras de celulosa bacteriana y reducir su
polaridad. Los productos se caracterizaron por diversas técnicas que permitieron

elegir el a-hidroxidcido que se utilizo en los ensayos subsiguientes (acido citrico).

En el Capitulo 4 — Acetilacion de BNC catalizada con dcido citrico: Estudio de
variables de proceso — se presenta la evaluacion del efecto de las diversas variables del
proceso con el que se llevd adelante la acetilacion de la BNC (preacondicionamiento
de sustratos, condiciones de reaccion seleccionadas, escala del sistema) sobre el grado
de sustitucion (GS) conferido a las nanofibras usando acido citrico como catalizador.
Este estudio permitié evaluar la versatilidad de la ruta propuesta para modular las

propiedades de los productos.

En vistas de los resultados obtenidos utilizando nanofibras de BNC como
sustrato, en el Capitulo 5 — Extension de la acetilacion organocatalitica a otros sustratos
nanocelulosicos — se presentan los estudios realizados para evaluar la posibilidad de
extender la ruta de acetilacidn a la hidrofobizacion de membranas enteras de BNC y

nanocristales de celulosa de origen vegetal en condiciones previamente optimizadas.
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Finalmente, en el Capitulo 6 — Nanocompuestos PLA/BNC acetilada — se plantea
el uso de las BNC acetiladas como refuerzo de una matriz de PLA, evaluandose
puntualmente el efecto del nivel de acetilacién conferido a la BNC y del contenido

de refuerzo en propiedades seleccionadas de los materiales compuestos obtenidos.

En el Capitulo 7 — Conclusiones— se resumen las conclusiones generales de la

Tesis y se proponen estudios futuros derivados del presente trabajo.
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Abstract

OBTENTION AND SUSTAINABLE ESTERIFICATION OF BACTERIAL
CELLULOSE FOR USES THAT REQUIRED REGULATION OF
NANOFIBERS POLARITY

The research performed in the context of the current Thesis was focused on
evaluating the suitability of a novel acetylation methodology for the
hydrophobization of bacterial nanocellulose (BNC). During the current study, the
route was also extended to other nanocellulose forms, such as native BNC pellicles
and cellulose nanocrystals of vegetable origin (CNC). The specific application
thought for the modified nanocelluloses was their use as reinforcement of a
biodegradable hydrophobic polymeric matrix of commercial interest such as
poly(lactic acid) (PLA). The final aim of the work performed was to obtain
biodegradable composite materials with improved properties which depend on a
great extent on the effectiveness of the compatibilization between the reinforcement

and the matrix accomplished.

The Thesis contribution was organized as it is described below:

In Chapter 1 — Introduction — the most relevant characteristics and the sources
of cellulose and nanocelluloses are described, with special focus on the properties and
applications of bacterial nanocellulose. Then, a brief revision on the different
methodologies which have been proposed for nanocelluloses hydrophobization,
mainly by esterification reactions, is included. Among them, the esterification of
cellulose mediated by a-hydroxy acids of natural origin under relatively mild reaction
conditions and without cosolvents addition, whose feasibility for nanocelluloses
hydrophobization is the aim of this Thesis, is described. The Chapter ends with and
introduction to biodegradable polymeric materials, followed by a revision on the state

of the art of the use of hydrophobized nanocelluloses as reinforcement of
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biodegradable hydrophobic polymeric matrices such as PLA. The aims of the current

Thesis are also presented.

In Chapter 2 — Experimental — the materials and methods used for the
production of nanocelluloses, their organocatalytic acetylation under different
conditions, and the preparation of biodegradable composite materials of PLA
reinforced with the modified nanocelluloses, are detailed. The variety of techniques
used during this Thesis to characterize the nanocellulosic substrates, the modified

nanocelluloses, and the composite materials prepared are also summarized.

In Chapter 3 — Screening study of the acetylation of bacterial nanocellulose catalyzed
by o-hydroxy acids — the results of a screening study devoted to assay the ability of
three organic acids of natural origin (lactic acid, (L)-tartaric acid and citric acid) to
promote the incorporation of acetyl groups on bacterial cellulose nanofibers and
reduce their polarity are summarized. Products were characterized by different
techniques which allowed the selection of the a-hydroxy acid to be used in the

following studies (citric acid).

In Chapter 4 — Acetylation of BNC catalyzed by citric acid. Process variables study —
the effect of different process variables of BNC acetylation (substrates
preconditioning, chosen reaction conditions, system scale) on the degree of
substitution (DS) conferred to cellulose nanofibers using citric acid as catalyst were
analyzed. The described study allowed evaluating the versatility of the route

proposed to modulate the products properties.

In view of the results obtained using BNC as substrate, in Chapter 5 —
Extention of the organocatalytic acetylation to other nanocellulosic substrates — studies
devoted to assay the feasibility of extending the acetylation route to the
hydrophobization of BNC pellicles and cellulose nanocrystals of vegetable origin

under previously optimized conditions are described.
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Finally, in Chapter 6 — PLA/acetylated BNC nanocomposites — the use of
acetylated BNC as reinforcement of PLA is proposed and the effect of the acetylation

extent conferred to BNC, as well as the reinforcement content on chosen properties

of the composite materials, were particularly assayed.

In Chapter 7 — Conclusions — general conclusions drawn from the work

performed and future studies derived from it are summarized.
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1.Introduccion general y objetivos

En este Capitulo se describe la estructura quimica de la celulosa, su
estructura cristalina y morfologia fibrilar, y se mencionan sus principales fuentes
de obtencion. Posteriormente, se detallan los diferentes tipos de nanomateriales de
celulosa que existen y su nomenclatura, con un especial énfasis en las nanofibras
de celulosa de origen bacteriano. Se resumen sus fuentes de obtencion, sus
propiedades y sus principales usos. Luego, dado que algunas aplicaciones de la
nanocelulosa requieren la modulacion de su polaridad, se presenta una
recopilacion de las metodologias mds usadas para la hidrofobizacion de este
sustrato, como la adsorcion de surfactantes, el grafting y las reacciones de
esterificacion. Se presenta en particular una via de esterificacion de nanocelulosa
catalizada por a-hidroxidcidos, como una alternativa de hidrofobizacion no
convencional poco explorada en la literatura y que es motivo de estudio en la
presente Tesis. A continuacion, y en el marco de la aplicacion de la nanocelulosa
hidrofobizada que se exploro en este Trabajo de Tesis, se introducen los materiales
compuestos y se presentan las principales matrices poliméricas biodegradables de
interés comercial, con particular énfasis en el dcido polilactico (PLA) y sus
propiedades. Finalmente, se presenta un breve resumen de los usos de diferentes
tipos de nanocelulosa como fase de refuerzo en la preparacion de nanocompuestos
de matriz polimérica de PLA, como una alternativa para mejorar algunas de sus
propiedades mecanicas, térmicas y de permeabilidad al vapor de agua. En la

ultima Seccion de este Capitulo se presentan los objetivos de la Tesis.






1.1 Celulosa

1.1.1 Definicién y estructura quimica

La celulosa es el biopolimero mas abundante de la Tierra. Fue aislada y
nombrada por primera vez en al aino 1838 por el quimico francés Anselme Payen,
investigador pionero en polimeros naturales y quimica industrial, quien la aislé de

diversos tejidos vegetales (Fisher, 1989).

Etimoldgicamente, la palabra celulosa se deriva del latin “Cellula” que
significa pequena celda y se uso, en este contexto, para hacer referencia al principal
componente de la pared celular de las células vegetales, seguido del sufijo “osa” que

clasifica una sustancia como un azucar o carbohidrato.

Como se detalla en la publicacién de Zugenmaier, quien realiz6 una revision
de los estudios estructurales de la celulosa a través del tiempo (Zugenmaier, 2009),
el reconocimiento de la estructura de la celulosa comienza con los aportes de
Haworth en 1925 quien, en una primera contribucién, determiné que la 3-D glucosa
se encontraba en el polimero formando un anillo carbonado de 6 miembros y no uno
de 5 como era formalmente aceptado hasta la fecha (Haworth, 1925).
Posteriormente, Sponsler y Dore en 1926 construyeron por primera vez un modelo
estructural de la celulosa comparando los datos obtenidos por rayos X con modelos
tridimensionales de cada unidad de glucosa, construidos teniendo en cuenta las
longitudes de enlaces y los angulos teéricos promedio de las moléculas organicas.
Sponsler y Dore concluyeron que la celulosa estaba compuesta por unidades de f—D-
glucopiranosa ordenadas de manera lineal y enlazadas por uniones (1—>1) y (4—4).
Concluyeron, también, que las cadenas se disponian en forma paralela y se
establecian entre ellas interacciones de Van der Waals y enlaces de hidrogeno
(Sponsler & Dore, 1926). Finalmente, en 1928 Freudenberg y Haworth corrigieron
la hipotesis de Sponsler & Dore en lo que respecta a los tipos de enlace, afirmando
que la celulosa es una cadena lineal de longitud variable formada por unidades de
B—D-glucopiranosa enlazadas por uniones [-(1—>4) (Freudenberg, 1928; Haworth,

1928).
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La Figura 1.1 ilustra la estructura de la celulosa aceptada actualmente. La
rotacion en torno a los enlaces C1-O y O-C4" esta restringida para minimizar las
repulsiones de Van der Waals entre las unidades de glucosa. Por ese motivo el grupo
hidroximetil de la posicién 6 de las unidades de anhidroglucosa (UAG) se dispone
de manera alternada en posiciones opuestas, estableciéndose entonces como unidad
repetitiva un dimero denominado celobiosa (Klemm, Heublein, Fink, & Bohn,

2005).

HQOH,C OH

HO HO OH
HO (0]
(0]

cA,0H
Extremo terminal no reductor Extremo terminal reductor

Figura 1.1 (a) Estructura de la celulosa, (b) ordenamiento lineal de las unidades de
glucosa en las cadenas de celulosa. Interacciones via enlaces de hidrégeno entre las

cadenas
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Los grupos hidroxilos ecuatoriales de las posiciones 2, 3 y 6 de cada unidad
de glucosa forman enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares (Figura 1.1) y son
los responsables de la estructura tridimensional cristalina altamente ordenada de la
celulosa. El hecho que los grupos hidroxilos puedan ser transformados en una gran
variedad de grupos funcionales como ésteres, éteres, carboximetiléteres, etc., hace
que la celulosa sea una materia prima versatil que puede ser modificada de acuerdo
con los requerimientos particulares de muy diversas aplicaciones. Ademas, la
reactividad de todos los grupos hidroxilos no es idéntica. El hidroxilo primario del
C-6 es el que estd menos impedido estéricamente y, por lo tanto, reacciona
preferencialmente frente a sustituyentes voluminosos, lo que permite modificar
selectivamente esa posicion de las unidades de glucosa que componen la celulosa

(Chen, 2014).

El grado de polimerizacion (GP) de la celulosa expresado en funcion del
namero de UAG, es muy variable. Por ejemplo, para pulpa de madera se han
informado valores de entre 300 y 1700, mientras que para algoddon y otras fibras
vegetales los valores se encuentran entre 800 y 10000. Para celulosa de origen
bacteriano se han encontrado valores de GP cercanos a 10000. Sin embargo, cabe
resaltar que la medicién del GP de la celulosa depende en gran medida del método
utilizado para su extraccion del medio natural en el que se encuentra inserta, dado
que puede haber corte de cadenas durante el proceso de extraccion del polimero
(Abdul Khalil, Bhat, & Yusra, 2012; Klemm et al., 2005).

1.1.2 Estructura cristalina

La estructura supramolecular de la celulosa en el estado solido se configura a
partir de dominios cristalinos y amorfos. La proporcién de ambos dominios y el tipo
de configuracién estructural que adoptan las areas cristalinas influye directamente
sobre las propiedades de la celulosa. Por tal motivo, durante los ultimos 100 afnos
diversos grupos de investigacion se dedicaron a estudiar detalladamente la estructura

cristalina de la celulosa, utilizando principalmente técnicas de difraccion de rayos X
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(DRX), espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *C en el estado solido

(CP/MAS-"*C RMN) y difraccion de neutrones.

La estructura cristalina determinada para la celulosa nativa (aquella que no
ha sido sometida a ningun tipo de modificacién), obtenida de diversas fuentes
naturales corresponde a la celulosa tipo I. Algunos estudios comparativos realizados
mediante CP/MAS-*C RMN, demostraron que la celulosa I esta presente en dos
configuraciones cristalinas de su celdilla unidad, denominadas Ia (Triclinica
constituida por una cadena paralela) e If (Monoclinica formada por dos cadenas
independientes paralelas), que coexisten en proporciones variables de acuerdo con su
fuente original. Por ejemplo, la celulosa producida por bacterias, caso en que la
biosintesis es simultanea con la extension de la red microfibrilada, la arquitectura de
los agregados es mucho menos compleja con una estructura oo dominante. Distinto
es caso de la gran mayoria de las plantas, en las cuales la estructura de la celulosa es
mucho mas compleja (configuracion If dominante) y su arquitectura se encuentra

limitada por la geometria de la pared celular (Atalla & Vanderhart, 1984).

-

>3

----

Figura 1.2 Configuracion de la celdilla unidad de la celulosa Ia (Triclinica, linea
azul punteada) respecto a I (Monoclinica, linea roja continua). (Esquemas

adaptados de Moon, Martini, Nairn, Simonsen, & Youngblood, 2011).
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La Figura 1.2 ilustra la configuracion de la celdilla unidad para las dos
estructuras polimoérficas de la celulosa I y la Tabla 1.1 resume las dimensiones
determinadas por Nishiyama y colaboradores por difraccién de neutrones y de rayos
X usando luz sincrotrén, para cada caso (Nishiyama, Sugiyama, Chanzy, &
Langan, 2003). En estos estudios los autores demostraron que la principal diferencia
entre las configuraciones Ia e I de la celulosa son los desplazamientos relativos de
las cadenas paralelas de celulosa a lo largo de los planos formados por los enlaces de
hidrogeno (Moon et al., 2011). Sin embargo, a pesar de que la presencia de estos
desplazamientos modifica el patron general de puentes de hidrogeno, los principales
enlaces de hidrégeno intermoleculares (O6H----O3) e intramoleculares (O3H---O5)
son comunes para ambas configuraciones cristalinas (Figura 1.3) (Cherian et al.,

2011).

Figura 1.3 Estructura supramolecular del polimorfismo de celulosa tipo I y los
principales patrones de puentes de hidrogeno intermoleculares (O6H----O3 verde) e

intramoleculares (O3H---O5 negro). (Esquema adaptado de Cherian et al., 2011).

Por otro lado, teniendo en cuenta que las diferencias mencionadas entre
Ia. e IP se relacionan directamente con la organizacion de las cadenas, diferentes
autores demostraron que el polimorfismo Ia puede convertirse facilmente en If

mediante tratamiento térmico a 270°C en medio basico o usando solventes de
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diferente polaridad (Debzi, Chanzy, Sugiyama, Tekely, & Excoffier, 1991;
Yamamoto, Horii, & Odani, 1989).

De igual manera, otros arreglos cristalinos se pueden lograr sometiendo a la
celulosa nativa tipo I a diversos tratamientos quimicos, los cuales inducen cambios
en la geometria de la celda por la modificacidon de su sistema de enlaces de
hidrégenos. Por ejemplo, la celulosa II formada por dos cadenas antiparalelas y
mucho mas estable termodindmicamente, puede obtenerse mediante dos caminos:
un protocolo de regeneracion que involucra la disolucién de la celulosa y su posterior
precipitacidén, o por mercerizacion que consiste en un tratamiento alcalino con
NaOH concentrado y su posterior recristalizaciéon (Langan, Nishiyama & Chanzy,
1999). Asimismo, las formas polimorficas I y II de la celulosa pueden ser
interconvertidas con amoniaco liquido o algunas aminas a otros arreglos cristalinos
(IIT; y IIIy, respectivamente). Por ultimo, un tratamiento térmico a 206°C en glicerol
de las celulosas III; y III; conduce a otras configuraciones cristalinas, IV y IVy,

respectivamente (O'Sullivan, 1997).

Celdilla unidad a(nm) | b(nm) | c(nm) | o (°) B () Y (°)
Ia Triclinica 0,672 | 0,596 | 1,040 | 118,08 | 114,80 | 80,375
IB Monoclinica | 0,778 | 0,820 | 1,038 - - 96,5

Tabla 1.1 Dimensiones de la celdilla unidad para las estructuras polimorficas de la

celulosa.

1.1.3 Organizacion jerarquica de la celulosa

La morfologia fibrilar de la celulosa, gestada desde la biosintesis, es la
responsable de las distintivas propiedades mecanicas de este polimero. En general, la
celulosa es extruida por un complejo enzimatico terminal (TC) de multiples
subunidades localizado en la pared celular y, segin su configuracion, determina la

arquitectura final de las microfibras de celulosa. En primer lugar, las cadenas de
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celulosa se auto-ensamblan dentro de una determinada subunidad del TC para
formar un “minisheet” de cadenas de celulosa ordenadas (6—15 cadenas segun la
fuente de obtencion). Luego, estos “minisheets” se auto-ensamblan para dar lugar a
fibrillas elementales que intercalan dominios cristalinos y amorfos. La etapa final
involucra el ensamblaje de estas fibrillas de celulosa en micro o macrofibrillas segun

el organismo que las produce (Moon et al., 2011).

TC\ Microfibrilla

: 000 g
& //ﬂ&&&‘f <=ﬁ\EE=\_>
A ==
% 95555 =
(@) (b) (© (d)

TC= Complejo enzimatico terminal de 6 subunidades localizado en la pared celular

Figura 1.4 Representacidon esquematica de los diferentes niveles de formacién de
una microfibra de celulosa de madera, (a) seccion transversal de un “minisheet”
formado por 6 cadenas de celulosa en donde cada caja gris representa una cadena
de celulosa que mira hacia abajo del eje de la cadena, (b) seccidon transversal de
fibrillas elementales formadas por el ensamblaje de 6 “minisheets”, (c) seccion
transversal de microfibrillas compuesta por 6 fibrillas elementales, (d) seccion
lateral de microfibrillas que muestra la configuracidon en serie de regiones cristalinas

y amorfas. (Esquemas adaptados de Moon et al., 2011).

A manera de ejemplo, en la Figura 1.4 se ilustran los diferentes niveles de
formacion de una microfibrilla de celulosa obtenida a partir de la madera. Como se
observa en la Figura, para este caso, el complejo enzimatico TC esta formado por 6

subunidades y se cree que cada subunidad produce un “minisheet” constituido por 6

9
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cadenas de celulosa. De cada TC resulta una fibrilla elemental de 36 cadenas de
celulosa con seccion transversal cuadrada de =~3-5 nm. Estas fibrillas elementales a

su vez se auto ensamblan para dar lugar a una larga estructura microfibrilada.

Estos manojos de celulosa o aglomerados fibrilares se encuentran en las
matrices vegetales asociados a otras sustancias organicas como hemicelulosas,
ligninas y pectinas, que configuran el esqueleto de la planta. Por lo tanto, la obtencién
de celulosa de origen vegetal involucra procedimientos adicionales de purificacion
con reactivos que en general son ambientalmente seguros. Por estas razones, es
importante explorar fuentes alternativas de celulosa que permitan obtenerla sin

recurrir a métodos agresivos con el medio ambiente, pero conservando su morfologia

fibrilar.

1.1.4 Fuentes de celulosa

Debido a la gran disponibilidad la principal fuente de celulosa es la vegetal y,
en particular, la mas utilizada es la obtenida a partir de madera. Sin embargo, en los
ultimos afios se han explorado como fuente de celulosa una gran variedad de plantas
que incluyen algodon, ramio, sisal, lino, trigo, tubérculos de papa, pulpa de
remolacha, soja, etc. Asimismo, se han estudiado otros organismos que tienen la
capacidad de biosintetizar celulosa, tales como algunas especies de algas (Micrasterias
denticulata, Micrasterias rotate, Valonia, Caldophora y Boergesenia) que producen
microfibrillas de celulosa en su pared celular; algunos animales marinos llamados
tunicados (Halocynthia roretzi, Halocynthia papillosa y Metandroxarpa uedai), que tienen
la capacidad de producir celulosa embebida en una matriz rica en proteinas y, por
ultimo, bacterias, principalmente la especie Gluconacetobacter xylinum que, bajo
condiciones adecuadas de fermentacion, produce celulosa nanofibrilada pura (Moon

et al., 2011).

1.2 Nanocelulosa

En el campo de la nanotecnologia hay gran interés por los nanomateriales de

celulosa, que se definen como aquellos que poseen alguna de sus tres dimensiones en
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la nanoescala (1 nm a 100 nm). Las estrategias implementadas para su obtencién
incluyen por un lado metodologias top-down (“de arriba hacia abajo”) que
involucran la  deconstruccibn mecanica, quimica o0 enzimdtica de
microfibras/nanofibras de celulosa previamente purificadas. Por otro lado, puede
obtenerse nanocelulosa por procedimientos botton-up (“de abajo hacia arriba”) que
comprenden fundamentalmente la construccion de nanocelulosa en la ruta

metabdlica de algunas bacterias.

El gran interés por este tipo de nano-objetos se relaciona con su mayor area
superficial respecto de las macrofibras de celulosa, que conduce a un potenciamiento
de sus propiedades intrinsecas y le da valor agregado a su origen natural y renovable.
Las propiedades mas importantes de la nanocelulosa son su abundancia, bajo costo,
gran relacion superficie-volumen, alta resistencia y rigidez, muy bajo coeficiente de
expansion térmica, bajo peso, baja densidad, alta relacidon de aspecto y
biodegradabilidad, entre otros (Vazquez, Foresti, Moran, & Cyras, 2014). Estos
nanomateriales se pueden clasificar de manera general en mnanofibrillas o

nanocristales de celulosa (Figura 1.5).

(@)
Cadenas de celulosa Region desordenada o amorfa

| 100nm | Region cristalina

(b) Nanocristales de
P celulosa ea
—— _—— ————
—_— —————0 =———

Figura 1.5 Esquema ilustrativo para (a) nanofibrillas de celulosa constituidas por
dominios amorfos y cristalinos, y (b) nanocristales de celulosa después de hidrolizar

los dominios amorfos de la celulosa. (Imagen adaptada de Moon et al., 2011).
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Al respecto, cabe destacar que, con el auge de las nanocelulosas, se generaron

confusiones en su nomenclatura, lo que a menudo dificult6 su diferenciacion de las

particulas macro y micrométricas de celulosa (Sir6 & Placket, 2010). Debido a lo

anterior, en el afo 2017 la norma ISO/TS20477 “ Nanotechnologies — Standard terms

and their definition for cellulose nanomaterial”, propuso una terminologia estandar para

designar los nanomateriales de celulosa, que se resume en la Tabla 1.2, y que es la

adoptada en esta Tesis.

Nanomateriales o nano-objetos de celulosa (Nanocelulosa)

I

Siglas en inglés

Definiciones: ﬂ

Materiales compuestos
predominantemente de
celulosa con alguna de
sus dimensiones en la

nanoescala.

Material con estructura
interna o superficial en la
nanoescala, compuesta
predominantemente de

celulosa.

Nanocristales de celulosa

Nano-objeto con estructura cristalina compuesta de
celulosa con al menos una fibra elemental, que
contiene predominantemente regiones cristalinas y

paracristalinas

Relacion de aspecto < 50 y > 5. No presenta
divisiones longitudinales, entrelazamiento entre
particulas o estructuras similares a redes, y tienen
100 nm a varios um en longitud dependiendo de su

fuente.

Celulosa
nanocristalina

(NCO),

nanowhiskers
de
(CNW),

nanocristales de

celulosa

celulosa

(CNC).

Nanofibras o nanofibrillas de celulosa

Nano-objeto con dos dimensiones en la nanoescala
y una tercera dimension significativamente mas
larga, compuesto de celulosa con al menos una
fibrilla elemental, que contiene regiones cristalinas,

paracristalinas y amorfas.

Relacion de aspecto > 10. Puede contener
divisiones longitudinales, entrelazamiento entre
particulas o estructuras similares a redes, y tienen

una longitud tipicamente superior a los 100 nm.

Celulosa
nanofibrilada
(NFO),
nanofibras 0
nanofibrillas de
celulosa (CNF).

Tabla 1.2 Resumen de la norma ISO/TS 20477: 2017 “ Nanotechnologies — Standard

terms and their definition for cellulose nanomaterial” .
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1.2.1 Nanocristales de celulosa

Los nanocristales de celulosa por sus siglas en inglés CNC, también conocidos
como celulosa nanocristalina (NCC) o nanowhiskers de celulosa (CNW), estan
constituidos por material cristalino y tienen anchos de aproximadamente 3—50 nm y
longitudes que van desde los 100 nm hasta varios micrones dependiendo de su fuente.
Generalmente pueden obtenerse mediante hidrdlisis 4cida de macrofibras de origen
vegetal, celulosa microcristalina (MCC), celulosa microfibrilada (MFC) o
nanofibrilada (NFC) de diversas fuentes utilizando acido sulfarico o &cido
clorhidrico, e incluyendo en todos los casos protocolos de didlisis para la eliminacién
del excedente de 4cido. También existen protocolos de obtencién de CNC mediados
por enzimas (Filson, Dawson-Andoh, & Schwegler-Berry, 2009; George,
Ramana, Bawa, & Siddaramaiah, 2011). En estos casos, se remueven
preferencialmente los dominios amorfos constitutivos de las fibras de celulosa que
son mas susceptibles a la hidrolisis, y quedan tinicamente las regiones cristalinas en
forma de agujas de seccion nanométrica (Figura 1.5b) (AbdulKhalil et al., 2012;
Moon et al., 2011;).

1.2.2 Nanofibrillas de celulosa

Las nanofibrillas de celulosa (CNF) o celulosa nanofibrilada (NFC) son nano-
objetos constituidos por regiones alternadas amorfas y cristalinas que tienen dos de
sus dimensiones en la escala del nanémetro (entre 5-30 nm) y una tercera dimension
en el orden de los micrones (Figura 1.5a). Este tipo de nanocelulosa puede extraerse
convencionalmente mediante desfibrilacion mecanica a partir de macrofibras de
celulosa de madera y plantas, utilizando homogeneizadores de alta presion,
refinadores, cryocrushing y tratamientos intensivos con ultrasonido. Con el proposito
de disminuir el alto consumo energético de esta metodologia, a menudo se la ha
combinado con algunos pretratamientos quimicos y/o enzimaticos, tales como:
oxidacién selectiva superficial empleando como catalizador el radical 2,2,6,6-
tetrametil-piperidinil-1-oxil (TEMPO), en un proceso orientado a introducir cargas
en la superficie para generar fuerzas repulsivas entre las fibras que faciliten la

desfibrilacion; y tratamientos enzimaticos usando celulasas, celobiohidrolasas o
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endoglucanasas para inducir la desintegracion del material de partida (Sir6 &

Plackett, 2010).

La nanocelulosa obtenida por via bacteriana también corresponde a una
celulosa nanofibrilada y sus caracteristicas se detallaran especificamente en la

siguiente Seccion.

1.3 Nanocelulosa bacteriana

1.3.1 Obtencion y propiedades

Como se menciond anteriormente, el tratamiento mecanico intensivo es la
metodologia convencional mas utilizada para obtener nanofibrillas de celulosa a
partir de material vegetal, pero es un protocolo que en general implica numerosos
pasos de homogeneizacidn, conlleva una alta demanda energética, y es un proceso
inestable debido al frecuente bloqueo de las cdmaras del homogeneizador (Paakko
et al., 2007). En los ultimos afios, con el objetivo de buscar alternativas mas
amigables con el medio ambiente, ha aumentado el interés por la obtencion de
nanocelulosa por via bacteriana. En ese contexto, se han utilizado diversas bacterias
de los géneros Gluconacetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium,
Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter, Salmonella 'y Sarcina, que biosintetizan celulosa
de estructura quimica idéntica a la obtenida a partir de fuentes vegetales
convencionales. En particular, las bacterias del género Gluconacetobacter son las que
han despertado mayores expectativas debido a su capacidad de producir celulosa a

escala compatible con la produccion industrial.

La obtenciéon de nanocelulosa bacteriana (BNC por sus siglas en inglés)
comprende un proceso fermentativo llevado a cabo bajo condiciones adecuadas de
pH, temperatura y concentracion de nutrientes, en el cual las bacterias producen
como metabolito primario extracelular nanofibrillas de celulosa con seccidén
transversal rectangular de aproximadamente 3—10 nm de espesor, 30—100 nm de

ancho y 1-9 um de longitud (De Souza Lima & Borsali, 2004; Horikawa &
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Sugiyama, 2009). Estas nanofibras de celulosa se entretejen formando una pelicula
gelatinosa altamente hidratada en la superficie aireada del recipiente donde ocurre la
fermentacion de manera estatica (Figura 1.6). Por otra parte, cuando la fermentacion
procede con agitacion, la sintesis de celulosa se da en forma dispersa, dando lugar a

la formacion de pellets o esferas irregulares.

En lo que respecta al medio de cultivo, éste puede formularse utilizando
diferentes sustratos comerciales como fuente de carbono (glucosa, fructosa, sacarosa,
xilosa, arabinosa, manitol, arabinitol, glicerol, oligosacaridos) (Wu & Liu, 2013). El
medio mas comunmente utilizado es el medio HS descripto por primera vez en 1954
por Hestrin y Schramm, que estd formulado con glucosa, peptona, extracto de
levadura, fosfato disddico anhidro y acido citrico (Hestrin & Schramm, 1954). Sin
embargo, emplear este tipo de medio de cultivo para producir nanocelulosa a gran
escala incrementa significativamente los costos de produccion y lo hace un proceso
econdmicamente inviable. Por tal motivo, diversos grupos de investigacion han
disefiado nuevos medios de fermentacion formulados a menudo con desechos
agroindustriales de facil acceso o subproductos de otras industrias que abaratan el
proceso y que han permitido alcanzar rendimientos de produccion muy
significativos. Entre ellos puede citarse por ejemplo medios en base a jugo de anana
y cafia de aztcar (Castro et al., 2011), extracto de céscara de granos café y macerado
de maiz (este ultimo subproducto de la industria procesadora de almidén que se usa
como fuente de nitrogeno) (Rani, Rastogi, & Appaiah, 2011), y, mas recientemente,
glicerol remanente de la produccién de biodiesel y bagazo de uva derivado de la
produccidon de vino nacional combinados con macerado de maiz como fuente de
nitrogeno (Cerrutti et al., 2016; Vazquez, Foresti, Cerrutti, & Galvagno, 2013),
entre otros. En todos los casos, el tiempo de cultivo, la temperatura y la proporcién
de nutrientes influyen de forma directa en la produccién total y en las propiedades

finales de las membranas de celulosa.

La nanocelulosa obtenida por via bacteriana tiene algunas caracteristicas
particulares que la distinguen de la nanocelulosa vegetal, tales como su alta pureza
quimica (que evita los largos pretratamientos para remover lignina y hemicelulosa),

y su obtencidén directa como un material nanoestructurado que no involucra

15


file:///C:/Users/javila/Downloads/Cap%201%20para%20lectura%20final%20Maria%20Ines.docx%23_ENREF_12
file:///C:/Users/javila/Downloads/Cap%201%20para%20lectura%20final%20Maria%20Ines.docx%23_ENREF_26
file:///C:/Users/javila/Downloads/Cap%201%20para%20lectura%20final%20Maria%20Ines.docx%23_ENREF_2
file:///C:/Users/javila/Downloads/Cap%201%20para%20lectura%20final%20Maria%20Ines.docx%23_ENREF_22
file:///C:/Users/javila/Downloads/Cap%201%20para%20lectura%20final%20Maria%20Ines.docx%23_ENREF_3
file:///C:/Users/javila/Downloads/Cap%201%20para%20lectura%20final%20Maria%20Ines.docx%23_ENREF_25

procedimientos mecanicos adicionales para liberar las nanofibrillas. Por otra parte,

tienen una elevada cristalinidad y un alto grado de polimerizacion.

Figura 1.6 (a) Membrana de BNC obtenida mediante fermentacion estatica en un

medio de cultivo de 5 L, (b) micrografia de barrido electrénico (SEM) de BNC.

1.3.2 Aplicaciones

La BNC tiene las caracteristicas apropiadas para ser un material de utilidad
en diferentes areas de la industria cosmética, textil, minera, extraccion de petréleo,
alimentaria, farmacéutica, electronica, energética, comunicaciones, en purificacion
de aguas, materiales biomédicos, etc. Las aplicaciones potenciales de la BNC se
resumen en la Tabla 1.3 discriminando por area de interés. En los tltimos afios, la
BNC se ha utilizado para la fabricacién de diferentes productos comerciales que
incluyen llantas, membranas acusticas, mascaras cosméticas, alimentos dietéticos,

algunos productos textiles, etc. (Shah, Ul-Islama, Khattaka, & Parka, 2013).

Muchas de las aplicaciones mencionadas en el parrafo anterior aprovechan la
alta hidrofilicidad de las nanofibras de celulosa asociada a su estructura rica en
grupos hidroxilos. Sin embargo, cuando la aplicacion de la nanocelulosa involucra
medios/matrices no polares, se dificulta su utilizacion por temas de incompatibilidad
quimica. Este es el caso, por ejemplo, del uso de nanocelulosa como refuerzo de
matrices poliméricas  hidrofobicas de interés (como poliolefinas, poliésteres
biodegradables como el acido polilactico, etc.), en las que la hidrofilicidad de la
nanocelulosa a menudo conduce a materiales con propiedades mecéanicas pobres,

alta absorcion de humedad que produce pérdida de resistencia del refuerzo y
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deformacion del material compuesto, y agregacion entre las nanofibras que redunda

en una pobre dispersion en la matriz polimérica (Missoum, Belgacem, & Bras, 2013;

Sir6 & Plackett, 2010).

Area de interés

Aplicacion

Cosmeéticos

Agente estabilizador de emulsiones como cremas, tonicos,

acondicionadores, pulidores de ufias, mascaras faciales

Mineria y refineria

Esponjas para recolectar fugas de aceite y materiales absorbentes

de toxinas

Purificacion de aguas

Purificacion de aguas residuales urbanas, ultrafiltracion de agua

Comunicaciones

Diafragmas para micro6fonos y auriculares estéreo

Industria alimentaria

Celulosa comestible (nata de coco), alimentos dietéticos,

modificadores de reologia para alimentos

Industria del papel

Reemplazo artificial de madera, papeles de alta resistencia para

prestaciones especificas

Medicina/biomedicina

Pieles artificiales temporales para quemaduras y ulceras, agentes de
sostén para el crecimiento de tejidos, venas artificiales, aditivos en
adhesivos Oseos, componentes de implantes dentales, apdsitos
antibacterianos para heridas, transporte de medicamentos,

excipiente de medicamentos

Laboratorios Inmovilizacion de proteinas, técnicas cromatograficas, medios de
cultivo tisulares

Electronica Materiales optoelectronicos (pantallas de cristales liquidos)

Energia Celdas de combustible de membrana

Disefio de materiales

Refuerzo de materiales compuestos

Tabla 1.3 Algunas aplicaciones de la BNC en diferentes areas. (Adaptado de

Jozala et al., 2016).
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Con el fin de superar las dificultades mencionadas anteriormente asociadas a
la naturaleza quimica polar de la nanocelulosa, en los ultimos afos se han
desarrollado multiples alternativas para mejorar la compatibilidad de la nanocelulosa
con diversas matrices hidrofobicas, utilizando por ejemplo algunos aditivos como
surfactantes y también una gran variedad de modificaciones/funcionalizaciones
quimicas que le dan un caracter hidrofébico a la celulosa. Estas metodologias se

resumen de manera general en la siguiente Seccion.

1.4 Metodologias de hidrofobizacion de nanocelulosa

En la bibliografia se puede encontrar una amplia variedad de metodologias
orientadas a conferir un caracter hidrofébico a la superficie de nanofibras y
nanocristales de celulosa con el fin de mejorar su compatibilidad con matrices
poliméricas hidrofébicas de interés comercial. Las metodologias utilizadas
convencionalmente se clasifican en tres grandes grupos que se describen a

continuacion.

1.4.1 Adsorcion de surfactantes

La utilizacion de moléculas de naturaleza anfifilica como son los surfactantes
reduce la tensidn superficial entre fases y favorecen la compatibilizacion. Este efecto
se atribuye esencialmente a fendmenos fisicos sin la formacion de enlaces covalentes,
los cuales se relacionan fundamentalmente con una alteracion de las fuerzas
intermoleculares que operan entre las moléculas del medio al que se agrega el

surfactante (Hubbe, Rojas, & Lucia, 2015).

Los surfactantes se clasifican en funcidn de su estructura quimica y su forma
de disociacidén en agua como anidnicos, catidonicos, y no idénicos. Los surfactantes de
tipo anidnico se disocian en un anion anfifilo y un cation (un metal alcalino o un
amonio cuaternario). Por su parte, los surfactantes cationicos se disocian en un catiéon
organico anfifilo (sales de amonio cuaternario) y cominmente un ion haluro como
contraion. Por ultimo, los surfactantes no id6nicos, que no se ionizan en solucién

acuosa, poseen grupos hidrofilicos como alcoholes, fenoles, éteres o amidas y su
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parte hidrofobica es un grupo alquilo, un grupo alquilbenceno o cadenas de acidos
grasos. Los surfactantes anidnicos y no i6nicos son los mas utilizados debido a su

menor costo relativo (Myers, 2005).

En la Figura 1.7 se ilustra, a manera de ejemplo, la estructura quimica de
algunos surfactantes (Beycostat A B09 y Span-60) comunmente utilizados para
compatibilizar nanocristales de celulosa con PLA (Bondenson & Oksman, 2007

Fortunati et al., 2014) y poliestireno (PS) (Kim et al., 2009), respectivamente.
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Figura 1.7 Estructura quimica de surfactantes comunmente utilizados para
compatibilizar nanocelulosa y matrices poliméricas de tipo poliéster (a) Beycostat A

B09, (b) Span-60.

1.4.2 Grafting

El grafting (que significa injerto) busca modificar las propiedades de un
polimero mediante una modificaciéon quimica que consiste en unir covalentemente

un oligdbmero u otro polimero a la cadena principal.

Las metodologias mas habituales para llevar a cabo este tipo de
modificaciones son: la reaccion entre grupos funcionales de dos polimeros diferentes

(grafting onto), y la reaccion entre los sitios selectivamente activados de un polimero
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polifuncional con mondmeros presentes en el medio de reaccion, para dar lugar a su
posterior polimerizacion (grafting from) (Figura 1.8). La metodologia “grafting from”
es la mas utilizada para injertar cadenas poliméricas a la celulosa. La activacion de
sitios predeterminados de la celulosa puede lograrse mediante tratamientos quimicos
o irradiacion (Kang, Liu, & Huang, 2015). Sin embargo, como la polimerizacién de
los mondmeros sucede habitualmente via radicales libres, se han descripto algunos
problemas importantes relacionados con la formacién de homopolimeros en el
medio de reaccidn, con una densidad no controlada de los injertos a lo largo de la
cadena de celulosa y, en algunos casos, hasta con la degradacion de la celulosa. Estos
inconvenientes han sido objeto de numerosos estudios que han sugerido como
alternativa la implementacion de polimerizaciones controladas de tipo catidnico o

anionico (Kang et al., 2015).

s N
X X_ X,
X
X X
\
' X X x
X
¥ X
+ n mondémero

Figura 1.8 Métodos convencionales para el grafting de cadenas poliméricas.

(Imagen adaptada de Kang et al., 2015).

Durante los ultimos afios, se han implementado una gran variedad de
metodologias para sintetizar polimeros de injerto en nanomateriales de celulosa. Por
ejemplo, Siqueira y colaboradores utilizaron isocianato de octadecilo (C;sH;,NCO)
como monomero para mejorar la compatibilidad de nanofibras y nanocristales de
celulosa con una matriz de policaprolactona (Siqueira, Bras, & Dufresne, 2009).

Por otra parte, en otra contribucidon con el mismo objetivo injertaron g-caprolactona
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mediante ROP (polimerizacion por apertura de anillo) en nanocristales de celulosa
usando como catalizador 2-etilhexanoato de estafio (II) Sn(Oct), (Goffin et al.,
2011). En la preparacion de materiales compuestos con matriz polimérica de
poliestireno, Lin y Dufresne carboxilaron nanocristales de celulosa para el grafting

subsecuente con polietilenglicol (Lin & Dufresne, 2013).

1.4.3 Reacciones de esterificacion

Dada la alta reactividad de la celulosa debido a sus tres grupos hidroxilo en
las posiciones C2, C3 y C6, muchos autores se han enfocado en la hidrofobizacién
de nanocelulosas formando nuevos enlaces covalentes mediante reacciones tipicas
de sustitucion nucleofilica. Entre ellas, las mas exploradas han sido la sililacién y la
esterificacion. Esta ultima es en la que se hard foco por ser parte importante de esta

Testis.

La formacién de uniones éster por reaccion entre los grupos hidroxilos de la
celulosa con diferentes tipos de acilantes se ha convertido en la metodologia mas
utilizada para derivatizar diferentes tipos de nanocelulosas. Algunas de las ventajas
que han motivado su utilizacidén son la amplia variedad de ésteres de celulosa que
pueden sintetizarse segun la aplicacidon pensada, la posibilidad de realizar la reaccion
en medios de reaccion homogéneos o heterogéneos segun cada caso, y la relativa
facilidad de limitar la reaccidén a la superficie de la nanocelulosa, especificamente
cuando se lleva a cabo en medio heterogéneo (Wang, Wang, Xie, & Zhang, 2018).
Los ésteres de celulosa pueden ser inorganicos (nitratos, sulfatos, fosfatos y xantatos
de celulosa (Heinze, Liebert, & Koschella, 2006)) u organicos (acetatos,

propionatos, etc.).

La reaccion de esterificacion de celulosa con moléculas organicas se ha
llevado a cabo con acidos orgdnicos de variada longitud de cadena como acilantes
(por ejemplo, acido acético, propidnico, butirico, hexanoico, decanoico,
dodecanoico, malico, maldnico, etc.), y con los derivados de acidos activados tales
como anhidridos y cloruros de acido, para mejorar la eficiencia de la reaccion (Wang

et al., 2018).
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En términos cuantitativos, el nivel de modificacion alcanzado se informa en
términos del denominado grado de sustitucion (GS), definido como el nimero
promedio de grupos éster unidos covalentemente por unidad de anhidroglucosa
(UAG). Teniendo en cuenta que cada unidad anhidroglucosa tiene 3 grupos
hidroxilos disponibles para la esterificacion en las posiciones C2, C3 y C6, el GS
maximo que puede alcanzarse es 3. Generalmente, el GS de la celulosa esterificada
se determina por saponificacion con NaOH vy titulacion por retorno con HCI. Por
otra parte, otras técnicas de caracterizacién, como la espectroscopia infrarroja y la
resonancia magnética nuclear C en estado solido, permiten una visualizacion
cualitativa de la modificacién de la nanocelulosa por observacion, en los respectivos
espectros, de las sefiales de los carbonos alquilicos y el grupo carbonilo introducidos

en la macromolécula al ser esterificada.

La esterificacién de la nanocelulosa se ha llevado a cabo en presencia de
distintos catalizadores, como por ejemplo, acido clorhidrico (Braun & Dorgan,
2009), acido sulfurico (Tomé et al., 2011a), acido perclérico (Ifuku, Nogi, Abe,
Handa, & Nakatsubo, 2007; Kim, Nishiyama, & Kuga, 2002), y i0do (Hu, Chen,
Xu, & Wang, 2011). También se han propuesto esterificaciones de nanocelulosa en
medios de dimetilacetamida/cloruro de litio (De Marco Lima, Sierakowski, Faria-
Tischer, & Tischer, 2011), CO, en condiciones supercriticas (Suetsugu, Kotera, &
Nishino, 2009), liquido 16nicos (Tomé et al., 2011b), etc. Aunque estos sistemas
son eficientes para derivatizar la nanocelulosa, la mayoria de estas metodologias
utilizan como catalizadores acidos fuertes altamente corrosivos y/o involucran
medios que contienen disolventes orgdnicos altamente inflamables o toxicos, como

piridina o tolueno.

En los casos en los que la esterificacion se lleva a cabo por reacciéon de un
acido carboxilico con el grupo hidroxilo de un alcohol (como seria el caso de los
grupos hidroxilo de la celulosa), con catdlisis acida, el mecanismo propuesto por

Fisher es el popularmente aceptado (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Mecanismo de reaccion de la esterificacion de Fisher.

Como alternativa, en los ultimos afios ha crecido el interés por desarrollar
nuevas metodologias que involucren el uso de catalizadores biodegradables,
amigables con el medio ambiente, renovables y de origen natural, que permitan
esterificar las nanocelulosas bajo condiciones mas suaves de reaccién con una
reduccidén importante en la formacion de desechos. En este sentido, en el 2005 Hafrén
y Cordova exploraron la polimerizacién de e-caprolactona desde la celulosa, y
propusieron la esterificacion organocatalitica de papel de celulosa y algodon con
acidos hexadecanoico y pentinoico, utilizando en ambos casos como catalizador un
o—hidroxiacido de origen natural (acido tartarico) en un medio de reaccion sin
cosolventes agregados (Hafrén & Cordova, 2005). Los resultados presentados en esa
publicacidén evidenciaron que la organocatdlisis con a-hidroxidcidos (por ejemplo,
acido lactico, tartarico, citrico y mandélico (Figura 1.10) es una ruta prometedora
que podria extenderse a la derivatizacion de nanocelulosa. Ademas de su
biodegradabilidad y no toxicidad, se destaca que estos o-hidroxidcidos pueden
obtenerse a gran escala mediante rutas biotecnoldgicas fermentativas sencillas y

rentables (Dominguez de Maria, 2010).
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Figura 1.10 Estructura quimica de algunos a-hidroxiacidos de origen natural.

En cuanto a los antecedentes previos en los cuales se han utilizado los
a—hidroxidcidos (4cido lactico, tartdrico y citrico) como catalizadores, se informo su
actividad catalitica en reacciones de polimerizacidén por apertura de anillo (ROP) de
lactonas en ausencia de solventes y usando un alcohol bencilico como iniciador
(Casas, Persson, Iversen, & Cérdova, 2004). El acido lactico también se utilizo para
catalizar la acilacion de e-policaprolactona usando como iniciadores sacarosa o metil
B—D-glucopiranosido (Persson, Schroder, Wickholm, Hedenstrom, & Iversen,
2004) y, mas recientemente, nuestro grupo publicé una primera contribucién en
donde se comprob¢d la introduccién de grupos éster en nanocelulosa de origen
bacteriano usando acido tartarico como catalizador y acido acético y propidnico

como agentes acilantes (Avila Ramirez, Juan Suriano, Cerrutti, & Foresti, 2014).

En este contexto, en el curso de esta Tesis se estudio la acetilacion de BNC
con anhidrido acético catalizada por acido citrico, enfocada particularmente a la

compatibilizacion de BNC con matrices poliméricas hidrofobicas biodegradables.

1.5 Materiales compuestos biodegradables

Como se menciond anteriormente, el objetivo principal de los diferentes
protocolos de hidrofobizacion de nanocelulosa descriptos en la bibliografia es lograr

su compatibilizacion con matrices poliméricas hidrofébicas biodegradables para la
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preparacion de materiales compuestos y nanocompuestos biodegradables con
propiedades mejoradas. En la presente Seccion, se define de manera general el
concepto de material compuesto, se presentan las matrices poliméricas
biodegradables mas comunes (con un especial énfasis en él PLA utilizado en esta
Tesis), se comentan las principales metodologias para el procesamiento de
nanocompuestos y, por ultimo, se describe brevemente el estado del arte del uso de

nanocelulosas como nano-refuerzo en matrices biodegradables, principalmente PLA.

1.5.1 Definicion

El término compuesto hace referencia a dos o mas materiales combinados
para formar un tercer material potencialmente util. Este material compuesto esta
constituido generalmente por una fase continia denominada matriz (polimeros,
metales, ceramicos) y otra fase embebida o distribuida en ella conocida como fase de
refuerzo (Kaw, 2006). En algunos casos, los componentes de estos materiales
pueden identificarse a simple vista, pero en la mayoria de los casos estos materiales
tienen una apariencia macroscopica homogénea y sus componentes interactuan entre
si para mejorar alguna propiedad de interés. Entre ellos, la resistencia al esfuerzo,
rigidez, resistencia a la corrosion y al desgaste, propiedades térmicas, conductividad,

permeabilidad a distintos gases, etc. (Hull & Clyne, 1996).

Los materiales compuestos convencionalmente se clasifican en materiales
compuestos fibrosos (aquellos que contienen fibras como refuerzo de una matriz),
laminados (conformados por ldminas compactadas de varios materiales),
particulados (que contienen particulas distribuidas en una matriz) y, por ultimo,
compuestos que pueden combinar algunos de los tres tipos mencionados
anteriormente (Jones, 1999). Por otra parte, cuando uno de los componentes tiene
alguna de sus dimensiones en la escala nanométrica (1-100 nm), el término utilizado

para referirse a estos materiales es el de nanocompuestos (Abdul Khalil et al., 2015).

En cuanto a los materiales compuestos de matriz polimérica reforzados con
fibras, existen multiples estudios que han utilizado diversas fibras sintéticas (por
ejemplo, fibras de carbono, vidrio y poliamidas (Kevlar)) como fase de refuerzo de
matrices poliméricas como resinas de tipo poliéster, fendlicas, epoxi y acrilicas,

polietileno, polipropileno, poliestireno, etc. (Bogue, 2011). Algunos de estos
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materiales son ampliamente utilizados, por ejemplo, en la industria aerondutica,
automovilistica y en la fabricacidén de articulos deportivos de alto impacto (Kaw,
2006). Sin embargo, y a pesar de las excelentes propiedades que a menudo exhiben
estos materiales compuestos, como se degradan a muy baja velocidad presentan el
inconveniente de acumularse al ser desechados al finaliza su vida util, generando un
impacto ambiental negativo. Esta problemadtica ha motivado el desarrollo de nuevos
materiales con propiedades similares, pero que tengan menor impacto sobre los
ecosistemas. Por este motivo, durante los ultimos afios ha crecido el interés por
estudiar diversas matrices poliméricas biodegradables reforzadas con polimeros

biobasados, como el almidén y la celulosa (Berglund & Peijs, 2010).

1.5.2 Matrices poliméricas biodegradables

Los polimeros biodegradables son aquellos que pueden degradarse por la
accion de enzimas y/o sufrir descomposicion quimica mediada por organismos vivos
(bacterias y hongos). El mecanismo de degradacion depende fuertemente de la
estructura quimica del polimero y de las condiciones ambientales y, generalmente,
ocurre en dos pasos consecutivos. Inicialmente, tiene lugar la fragmentacion del
polimero en especies de bajo peso molecular por procesos de oxidacidn,
fotodegradacion, hidrolisis o por la accidon de microorganismos. A esta etapa sigue
la bioasimilacion de los fragmentos del polimero por parte de los microrganismos y

su mineralizacion (Vroman & Tighzert, 2009).

Entre los polimeros biodegradables se pueden citar aquellos de origen natural
y muy abundantes en nuestro planeta como la celulosa, almidon, quitosano y algunas
proteinas (caseina, colageno, etc.). También son biodegradables algunos polimeros
obtenidos mediante procesos de fermentacién como los poli-B-hidroxialcanoatos
(PHA), polihidroxibutirato (PHB), polihidroxibutirato-co- hidroxivalerato (PHBYV),
etc. Por otro lado, con igual relevancia, se encuentran los polimeros biodegradables
sintéticos, los cuales poseen grupos funcionales hidrolizables de tipo éster, amida o
uretano, como por ejemplo la policaprolactona (PCL) producida a partir de
monomeros sintéticos y el acido polilactico (PLA) producido a partir de monémeros
derivados de recursos renovables. Dentro de este ultimo grupo, los poliésteres

alifaticos han sido los mas estudiados durante los ultimos afios, debido a su
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versatilidad sintética y a la gran variedad de mondmeros que pueden utilizarse en su

preparacion (Avérous & Pollet, 2012; Vroman & Tighzert, 2009).

Dentro de la gran variedad de posibles aplicaciones de estos polimeros
biodegradables se pueden mencionar los materiales para el envasado y embalaje de
alimentos, empaques y recubrimientos de medicamentos, implementos de fijacién
quirurgica, protesis, y dispositivos para la liberacion controlada de medicamentos y

pesticidas, etc. (Amass, Amass, & Tighe, 1999).

1.5.2.1 Acido polilactico (PLA)

Cuando el objetivo es desarrollar materiales biodegradables potencialmente
utiles para sustituir polimeros convencionales derivados del petrdleo para, por
ejemplo, aplicaciones especificas como el packaging industrial o el mercado de
dispositivos médicos bioabsorbibles y biocompatibles, el PLA es uno de los polimeros
que despierta mayor interés. Esto se fundamenta en su biocompatibilidad, alta
resistencia y alto modulo, su caracter hidrofobico, la versatilidad para producirlo
mediante rutas sintéticas o fermentativas en base a recursos renovables, y su facil
procesamiento en equipamiento convencional de moldeo por inyeccién o soplado,

extrusion, termoformado e hilado de fibras (Farah, Anderson, & Langer, 2016).

El mondémero constitutivo del PLA es el acido lactico o &cido 2-
hidroxipropanoico, un a-hidroxiacido quiral de origen natural y renovable que tiene
dos enantiomeros (D y L). De acuerdo con los tipos de enantiomeros de acido lactico
que constituyen el PLA se presentan diferentes estereoisbmeros, tales como el acido
poli-(L)-lactico (PLLA), acido poli-(D)-lactico (PDLA) y acido poli-(DL)-lactico
(PDLLA) (Figura 1.11).

El PLA puede sintetizarse mediante polimerizacién por condensacion del
acido lactico, pero conlleva a un polimero de bajo peso molecular. En cambio,
cuando la polimerizacion se lleva a cabo por apertura de anillo de la lactida (dimero
ciclico del acido lactico) mediante deshidratacidon azeotropica del mondémero en
presencia del catalizador, se obtiene un polimero puro de alto peso molecular

(Garlotta, 2002). En la actualidad, debido a sus altos rendimientos, Ila
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polimerizacién por apertura de anillo es la técnica de produccion mas usada

industrialmente (Henton, Gruber, Lunt, & Randall, 2005).
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Figura 1.11 Estructura quimica de (a) enantidémeros del acido lactico, (b)

estereoisOmeros de PLA.

Las propiedades fisicas y mecdnicas del PLA dependen fuertemente de su
estereoquimica, de la temperatura utilizada en su procesamiento (historial térmico)
y del peso molecular. Estos factores afectan particularmente la cristalinidad del PLA
y pueden favorecer el crecimiento de alguna de sus 3 formas cristalinas tipicas,
denominadas a, B y y. Durante la sintesis, el grado de cristalinidad del PLA puede
controlarse usando catalizadores especiales de contenido isotactico y sindiotdctico
con diferentes unidades enantioméricas, los cuales regulan la pureza estereoquimica
del polimero. Por ejemplo, cuando el PLA tiene un contenido de PLLA mayor que
90% tiende a ser un material cristalino, y a medida que el porcentaje de PLLA
disminuye se hace mas amorfo (Farah, Kunduru, Basu, & Domb, 2015). Para el
PLA amorfo la temperatura de transicion vitrea (T,) determina la temperatura de uso
superior para muchas aplicaciones comerciales. Por otro lado, para el PLA
semicristalino la T, (=58°C) junto con el punto de fusion (T,) 130-230°C
(dependiendo de su estructura) son parametros igualmente importantes para

determinar la temperatura de uso en muchas aplicaciones (Henton et al., 2005).
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En la actualidad existen varios tipos de PLA semicristalino comerciales que
pueden utilizarse para aplicaciones de termoformado, extrusion y moldeo por
inyeccién. Por ejemplo, el PLA comercializado por la firma Nature Works® de la serie
3051D que se utilizara como matriz polimérica en los estudios de la presente Tesis,
tiene una gravedad especifica de 1,24, una viscosidad relativa de 3,3, una temperatura
de fusidn cristalina de ~145-155°C y una temperatura de transicion vitrea de =55—
65°C.

Por otro lado, a pesar de las multiples ventajas del PLA mencionadas
anteriormente, este polimero exhibe algunas propiedades que limitan su uso en
ciertas aplicaciones. Por ejemplo, a pesar de tener un modulo eldstico comparable
con el PET (polietilentereftalato), el PLA es un material relativamente fragil con baja
resistencia al impacto, presenta baja resistencia térmica, baja capacidad de
cristalizacion y una limitada propiedad de barrera a gases como oxigeno y agua, que
limita su utilizacion en packaging y envasado de alimentos (Farah et al., 2015;

Raquez, Habibi, Murariu & Dubois, 2013; Singh, Gupta, & Verma, 2003).

En los ultimos afios se han desarrollado multiples investigaciones dirigidas a
controlar las propiedades superficiales del PLA mediante modificaciones quimicas y
a mejorar sus propiedades mecdnicas, térmicas y de permeabilidad, preparando

nanocompuestos con refuerzos o rellenos de dimensién nanométrica.

1.5.3 Nanocompuestos de matriz polimérica de PLA

En el campo de los nanocompuestos de matriz polimérica de PLA se han
utilizado como fase de refuerzo una gran variedad de nanomateriales de diferentes
morfologias que incluyen, por ejemplo, formas esféricas y poliédricas
tridimensionales (silice, silsesquioxano poliédrico oligomérico, 6xidos metalicos),
nanofibras bidimensionales (nanotubos de carbono, sustratos nanoceluldsicos) y
laminas unidimensionales (hidroxidos dobles laminares y hojas de grafeno) (Herron

& Thorn, 1998; Raquez et al., 2013).

En lo que respecta a los sustratos nanoceluldsicos, su biodisponibilidad,
renovabilidad y biodegradabilidad, han motivado en gran medida su uso frente a

otros nano-refuerzos. Ademas, se ha informado que, una vez superada la limitaciéon

29



relacionada con la hidrofilicidad de la celulosa, la compatibilizaciéon del PLA con
este tipo de materiales conlleva a un mejoramiento significativo de algunas de sus
propiedades, como las mecanicas, térmicas y de barrera al vapor de agua (Raquez et

al., 2013).

1.5.3.1 Procesamiento de nanocompuestos PLLA /Nanocelulosa

A continuacion, se resumen las principales metodologias utilizadas en la
literatura para preparar nanocompuestos de PLA con diferentes tipos de
nanocelulosa.

En este contexto, la metodologia de evaporacion de solvente (“solvent casting”)
es uno de los protocolos mas utilizados para preparar compuestos a escala
laboratorio, tanto con nanofibras como con nanocristales de celulosa. La principal
ventaja de esta metodologia es la posibilidad de utilizar los nanomateriales sin un
proceso previo de secado, lo cual es determinante cuando se trabaja con nanofibras
de celulosa, cuya agregacion irreversible durante el secado (hornificacidén) es un
problema técnico grave. También se destaca la posibilidad de utilizar equipamiento
especifico para evitar la agregacion del refuerzo, como ultrasonicadores de punta y
homogeneizadores. En el proceso de casting, la matriz de PLA se disuelve en un
solvente adecuado y, para favorecer la dispersion de los refuerzos en la matriz, estos
suelen suspenderse previamente en el mismo solvente de trabajo. Finalmente,
después de combinar todos los componentes, se procede a la evaporacion del solvente
(Raquez et al., 2013). En el caso del PLA los solventes mas frecuentemente

utilizados son el diclorometano y el cloroformo.

Por otro lado, las tecnologias de procesamiento en fundido son
herramientas claves cuando el objetivo es preparar materiales a gran escala. En el
proceso en fundido, la nanocelulosa es dispersada en un polimero termopléstico
fundido (en este caso el PLA) de manera discontinua o continua. Los procesos
discontinuos o “batch” utilizan Brabenders o microextrusoras para el procesamiento,
las cuales tienen camaras cerradas en donde se funden y mezclan pequenas
cantidades de los materiales a compatibilizar durante tiempos considerablemente
largos. Algunos de los inconvenientes del uso de estas técnicas son la decoloracién y

degradacion del polimero o de la nanocelulosa, como consecuencia de los largos
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tiempos de procesamiento. Por otra parte, en los procesos de tipo continuo, los
materiales son alimentados continuamente en la unidad de procesamiento para su
fundido y mezclado y, en comparacién con el procesamiento en batch, son las
metodologias mas utilizadas para la produccién a gran escala debido a su mejor
mezclado y ventilacion. Sin embargo, los altos requerimientos de masa de los
materiales durante todas las fases de produccidén a menudo limitan su aplicaciéon en
el campo de la nanotecnologia por la baja cantidad de material del que se suele

disponer (Oksman et al., 2016).

Finalmente, es importante mencionar que para los procesos en fundido la
liofilizacion de los nanocristales de celulosa facilita su utilizacion y ha sido
frecuentemente informada en la bibliografia (Fortunati et al., 2012; Oksman,
Mathew, Bondeson, & Kvien, 2006). Caso contrario es el de las nanofibras de
celulosa que se agregan fuertemente cuando se someten a procesos de secado y no es
posible obtener un polvo. Recientemente, para superar este tipo de inconvenientes,
algunos investigadores han utilizado el enfoque de preparacion de un “master-batch”
de los compuestos PLA/celulosa nanofibrilada por casting, que se utiliza como
vehiculo de la nanocelulosa, seguido de su posterior dispersion en la matriz
polimérica fundida (Jonoobi, Harun, Mathew, & Oksman, 2010; Oksman et al.,
2016).

1.5.3.2 Algunos ejemplos del uso de nanocelulosa como fase de refuerzo del PLA

En los altimos afios, tanto los nanocristales como las nanofibras de celulosa
han sido objeto de estudio como nano-refuerzo de PLA por parte de varios grupos
de investigacion, debido a todas las propiedades de interés que se han descripto a lo

largo de este Capitulo de la Tesis.

Brevemente, y como parte de una revisidon general a profundizar en el
Capitulo de compuestos, se pueden citar los trabajos de Bondenson y Oksman
(Bondeson & Oksman, 2007; Oksman et al., 2006), en los cuales para favorecer la
dispersion de los CNC en la matriz de PLA utilizaron un medio de N,N-
dimetilacetamida/cloruro de Litio para separar los nanocristales mediante

hinchamiento y un surfactante anidnico para mejorar su compatibilidad,
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respectivamente. En ambos casos la dispersiéon mejoréd considerablemente, pero
causaron la degradacion de los compuestos a altas temperaturas de procesamiento.
Por su parte Fortunati y colaboradores, prepararon mediante extrusion
bionanocompuestos multifuncionales usando CNC recubiertos por un surfactante,
nanoparticulas de plata y PLA, con una buena dispersibn y mejoramientos
significativos en las propiedades mecanicas y térmicas del material (Fortunati et al.,
2012). En cuanto a las nanofibrillas de celulosa como refuerzo de PLA, una de las
primeras contribuciones en el tema propuso inyectar una suspension acuosa de CNF
en el PLA fundido durante la extrusidn, sin resultados muy prometedores debido a
la agregaciéon causada por la incompatibilidad quimica (Chakraborty, Sain &
Kortschot, 2005). Mas recientemente, Jonoobi y colaboradores prepararon por
casting compuestos de CNF en PLA con alto contenido de refuerzo, que
subsecuentemente se mezclaron con la matriz fundida de PLA mediante extrusion.
Como resultado se obtuvo un mejoramiento relativo de la dispersion y de las

propiedades mecanicas finales del material (Jonoobi et al.,2010).

En cuanto a los nanocompuestos de PLA con nanocelulosa covalentemente
modificada, se puede mencionar por ejemplo la preparacién de nanocompuestos por
extrusion reforzados con nanofibras de celulosa bacteriana esterificadas con acidos
de distintas longitudes de cadena (C2-C6 y C12), los cuales evidenciaron un
mejoramiento significativo de las propiedades mecéanicas del PLA (Lee, Blaker, &
Bismarck, 2009). Por otro lado, en la preparacion de nanocompuestos por casting de
PLA y CNF (Tingaut, Zimmermann, & Lopez-Suevos, 2009) y CNC (Lin, Huang,
Chang, Feng, & Yu, 2011) acetilados, los autores describieron una dispersion
mucho mas homogénea que cuando se usaron los refuerzos sin modificar, lo que se
tradujo en el mejoramiento de las propiedades mecédnicas de los compuestos. En
secciones posteriores de la presente Tesis, dedicadas exclusivamente a la preparacion
de nanocompuestos de BNC con PLA, se resume brevemente los mejoramientos en
las propiedades del PLA informados en la bibliografia derivados del uso de nano-

refuerzos de origen celulodsico.

En este contexto, fue motivo de estudio en esta Tesis la preparacion por

casting de nanocompuestos de PLA reforzados con nanocelulosa bacteriana
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hidrofobizada mediante un método de acetilacion poco explorado en la literatura

como es el que utiliza a-hidroxiacidos de origen natural como catalizadores.

1.6 Objetivos de 1a Tesis

1.6.1 Objetivo general

v

Desarrollar procesos sostenibles que permitan obtener derivados de

biopolimeros naturales para aplicaciones tecnologicas especificas.

1.6.2 Objetivos especificos

v

Obtener nanocelulosa bacteriana a partir de fuentes de carbono no

convencionales de bajo costo y abundantes en el pais.

Desarrollar protocolos sostenibles de modificacion superficial de las
nanofibrillas de celulosa que permitan su compatibilizacion con
medios/matrices de menor polaridad. En particular, estudiar la aplicabilidad

de una via organocatalitica sostenible de esterificacion de las nanofibrillas.

Estudiar el efecto de las condiciones de reaccion en el grado de sustitucion
conferido a la BNC.

Caracterizar las nanofibras modificadas en términos de estructura quimica,

morfologia, cristalinidad, propiedades térmicas y polaridad.

Utilizar las nanocelulosas modificadas como refuerzo de matrices poliméricas

biodegradables hidrofobicas, en particular el acido polilactico.

Caracterizar los nanocompuestos obtenidos en términos de propiedades

mecanicas, morfoldgicas, térmicas y de barrera.
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2.Experimental

En este Capitulo se detallan los materiales utilizados para la obtencion y
modificacion organocatalitica de los diferentes sustratos nanocelulosicos estudiados,
asi como también los necesarios para la preparacion de los materiales compuestos de
matriz de PLA. Con respecto a los métodos utilizados para el desarrollo experimental
de la Tesis se exponen en primer lugar los concernientes a la produccion biotecnoldogica
de nanofibras de celulosa de origen bacteriano (BNC) y a la obtencion de nanocristales
de celulosa de origen vegetal (CNC). Posteriormente, se esquematiza el sistema
experimental utilizado para la acetilacion organocatalitica y se brindan los detalles
metodologicos de preacondicionamiento y recuperacion final de las muestras. Luego,
se enumeran todas las condiciones de reaccion implementadas a lo largo de la Tesis
para acetilar BNC y CNC segun cada caso, y se describe la metodologia de
saponificacion utilizada para la determinacion del nivel de acetilacion o grado de

sustitucion (GS) mediante titulacion por retorno.

En cuanto a la preparacion de los nanocompuestos de matriz de PLA y
nanocelulosa bacteriana acetilada, se ilustra la metodologia utilizada de evaporacion
de solvente y se detallan los distintos materiales formulados, que incluyen el uso de

nanocelulosa con GS variable y en distintos porcentajes.

Finalmente, se presentan las diversas técnicas de caracterizacion de materiales

implementadas a lo largo de toda la Tesis.
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2.1 Consideraciones generales

Todos las drogas y solventes usados fueron comerciales y se utilizaron sin
ninguna purificacion previa. En todos los experimentos que requirieron sonicacion
se utilizd un sonicador de punta (Vibracell, 750) operado a ~300W. Las muestras
que asi lo requirieron (CNC) fueron liofilizadas a -50°C con una presion de vacio de
0,12 mbar durante 48 h en un liofilizador Labconco FreeZonne Benchtop. La
recuperacion por centrifugacion de las suspensiones de CNC acetilados se llevo a
cabo a 8500 rpm en ciclos de 30 min y a una temperatura de 4°C. La
homogeneizacién mecanica en la preparacion de los nanocompuestos se llevé a cabo
con un homogeneizador Ultraturrax D160 operado a 18000 rpm durante ciclos

consecutivos de 10 minutos.

2.2 Obtencion de nanocelulosas

2.2.1 Produccion de nanocelulosa bacteriana (BNC)

La BNC se obtuvo utilizando la bacteria Gluconacetobacter xylinus NRRL B-42,
gentilmente proporcionada por el Dr. Luis Ielpi de la Fundacién Instituto Leloir

(Buenos Aires, Argentina).

El in6culo de G. xylinus se cultivo en Erlenmeyers de 100 mL con 20 mL de
medio Hestrin and Schramm (HS) (Hestrin & Schramm, 1954) formulado con
dextrosa anhidra (2,0), peptona de carne (0,5), extracto de levadura (0,5), fosfato
disodico anhidro (0,27) y acido citrico (0,15)% (p/v). La incubacion se llevo a cabo
bajo agitacion orbital durante 48 h a 28°C y 200 rpm. Para la produccion de la BNC,
se transfirio el volumen requerido para alcanzar una concentracion final del 10 %
(v/v) de in6culo a bandejas de acero de 10 L que contenian 5 L de medio de
fermentacion compuesto por 4,0% (p/v) de glicerol y 8,0% (p/v) de macerado de
maiz, y se cultivd estaticamente durante 14 dias. Las peliculas de nanocelulosa
obtenidas se lavaron con agua destilada para remover el medio de cultivo y se
homogeneizaron en una licuadora con una solucion de KOH al 5 % (p/v) por 4 min.
Luego se dejaron en la solucién de KOH durante 14 h para eliminar el material

celular, y finalmente se llevaron a pH 7 con agua destilada para su posterior
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utilizacion. El material obtenido es un hidrogel con aproximadamente 97-98 % de

humedad y un 2-3 % de soélidos.

Las membranas de nanocelulosa bacteriana de 3 dias de fermentacidén se
obtuvieron de la manera descripta en el parrafo anterior en el medio HS en
Erlenmeyers de 250 mL. Al cabo de este tiempo, las membranas se procesaron con
KOH y lavaron sucesivamente con agua destilada hasta pH neutro como se describio

previamente.

La produccién de la BNC se llevo a cabo en colaboracién con la Dra. Patricia
Cerrutti, Profesora de Microbiologia Industrial de la Facultad de Ingenieria de la

UBA e integrante del Instituto de Tecnologia en Polimeros y Nanotecnologia.

2.2.2 Produccion de nanocristales de celulosa de origen vegetal (CNC)

La celulosa nanocristalina fue proporcionada por la Dra. Elena Fortunati del
Departamento de Ingenieria Civil y Ambiental de la Universidad de Perugia — Italia,
quien la obtuvo a partir de celulosa microcristalina (MCC) comercial de pulpa de
madera Sigma Aldrich (dimensiones 10-15 um), siguiendo protocolos de hidrolisis
acida informados en la bibliografia (Suspension de MCC tratada en una solucion de
H,SO, al 64% (p/v) a 45°C por 30 min (Cranston & Gray, 2006)). Finalizado este
tiempo la suspension se diluyd 20 veces con agua desionizada para detener la
reaccion. La suspension diluida se centrifugd a 4500 rpm durante 20 min y se decanto
el sobrenadante para recuperar el solido. Luego, el s6lido obtenido se dializ6é contra
agua corriente durante 5 dias y finalmente se ultrasonic6 con una amplitud de 40%
(=300 W) durante 5 min. Las suspensiones acuosas de CNC obtenidas tuvieron una
concentracion de =0,4% (p/p), con un rendimiento total del 20%. Finalmente, las
suspensiones de CNC se liofilizaron obteniéndose la celulosa nanocristalina en forma

de polvo para su posterior acetilacion.
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2.3 Acetilacion de nanocelulosa catalizada por a-hidroxiacidos

2.3.1 Preacondicionamiento del material para la reaccion de esterificacion

Previo a la reaccidon de esterificacion es necesario eliminar el agua contenida
en la BNC licuada y en las membranas para evitar la hidrélisis del agente acilante. Y
la reversion de la reaccion. En vista de las limitaciones asociadas a la hornificacién
(agregacion irreversible) de la BNC durante el secado (Fernandes Diniz, Gil, &
Castro, 2004), la remocion de agua se realizo por intercambio de solvente (agua —
acido acético (2 x 40 mL)— anhidrido acético (2 x 40 mL)). Durante el desarrollo de
la presente Tesis para algunos estudios especificos los intercambios de solvente se
llevaron solamente hasta acido acético (ver detalle mas adelante). En todos los casos,
las muestras de BNC se pusieron en contacto con el correspondiente solvente y el
sistema se mantuvo con agitacion magnética constante durante 10 min y luego se

filtr6 al vacio.

BNC BNC
Intercambios de solvente

SIS

Membranas de 3 dias Q

—

Suspension

Filtracion al vacio

Filtracion al vacio

Agua- dcido acético- anhidrido acético Lavados sucesivos con etanol y agua

CNC

CNC
Liofilizacion

~

Centrifugacién a baja L g
temperatura Liofilizacion

Lavados sucesivos con
etanol y agua

a)Preacondicionamiento b) Reaccion organocatalitica ¢) Recuperacién

Figura 2.1 Protocolo de esterificacidon organocatalitica para nanocelulosa
bacteriana y nanocristales de celulosa vegetal. (a) Preacondicionamiento, (b)

acetilacidén organocatalitica, (c) recuperacion.
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2.3.2 Reaccion de acetilacion de nanocelulosas

Para la acetilacion de BNC y CNC se utilizaron como catalizadores los
siguientes a-hidroxiacidos: acido lactico, acido (L)-tartarico y acido citrico. El agente

acilante empleado fue en todos los casos el anhidrido acético.

La reaccién se llevd a cabo en un balon (de 100 o 1000 mL segun el caso)
donde se contactaron la nanocelulosa (BNC o CNC), el acilante (anhidrido acético)
y el catalizador a-hidroxidcido. Al balon se acopld un condensador de reflujo (Figura
2.1), y se opero a temperatura controlada entre 90°C—-140°C en un bafio termostatico
de aceite, con o sin agitacion magnética durante el tiempo de reaccion previsto. Las
reacciones de acetilacion se llevaron a cabo sobre suspensiones de BNC (membranas
licuadas) (Capitulos 3 y 4), membranas enteras de BNC de 3 dias de fermentacién
(Capitulo 5) y los CNC de origen vegetal (Capitulo 5), segin se detalla a

continuacion.

2.3.2.1 Acetilacion de suspensiones de BNC

Para la acetilacién de la BNC en forma de suspensiéon de nanofibras se
adicionaron al balon todos los reactantes al mismo tiempo a temperatura ambiente,
y se calento el sistema hasta llegar a la temperatura de reaccion elegida. A partir de
ese momento se contabilizo el tiempo de reaccion, manteniendo la mezcla con
agitacion magnética permanente. Para este sustrato se trabajé en todos los casos con
0,5 g de masa seca de BNC (3,087 mmol UAG) y 50 mL de anhidrido acético (0,53

mol) como acilante.

En el testeo los tres catalizadores de tipo a-hidroxidcido (acidos lactico, (L)-
tartarico y citrico, Capitulo 3), la reaccion de acetilacién de la BNC en suspension
intercambiada a 4cido acético se llevo a cabo en balones de 100 mL empleando una
carga de catalizador de 1,01 mmol 4cido a—hidroxiacido/mmol UAG vy fijando un

tiempo de reaccidén de 7 h y una temperatura de 120°C.

El estudio de la influencia de las diferentes variables de reaccion en el grado
de acetilacion del producto se llevo a cabo usando acido citrico como catalizador.

Inicialmente se evaluo el efecto de la cantidad de catalizador usando entre 0,08-1,01
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mmol acido citrico/mmol UAG durante 3 h de reaccién y a 120°C. Posteriormente
se selecciond una menor carga de catalizador (0,34 mmol 4cido citrico/mmol UAG)
para estudiar el efecto de la temperatura en un intervalo comprendido entre 90 y
140°C a un tiempo fijo de 3 h. Luego se estudio el efecto del tiempo de reaccion entre

0,5y 7h a 120°C, con una carga de catalizador de 0,34 mmol/mmol.

Finalmente, la reaccion de escalado se realizo en condiciones de temperatura,
tiempo y carga de catalizador fijas, multiplicando 5 veces las cantidades de BNC y

acilante utilizadas anteriormente.

En todos los casos se realizo un blanco sin catalizador con el fin de estimar el

aporte de la reaccion no catalizada al grado de acetilacidén del producto final.

2.3.2.2 Acetilacion de CNC

La acetilacién de los CNC liofilizados (Capitulo 5) se llevd a cabo en forma
analoga a la de la BNC en suspension usando 0,7 g de peso seco (4,32 mmol UAG)
de muestra, 50 mL (0,53 mol) de anhidrido acético y dos cargas diferentes de
catalizador para modular el GS (0,06 y 0,6 mmol &cido citrico/mmol UAG), en

balones de 100 mL a una temperatura de 120°C durante 3 h.

2.3.2.3 Acetilacion de membranas enteras de BNC

Teniendo en cuenta los ensayos realizados con BNC en suspension
(Capitulos 3 y 4), se exploro la acetilacion organocatalitica sobre membranas enteras
de BNC de 3 dias de fermentacion (Capitulo 5), con una masa seca de 0,06 g (0,37
mmol UAQG), utilizando una carga de catalizador de 0,14 mmol &cido citrico/mmol
UAG, 35 mL (0,37 mol) de anhidrido acético como acilante, y operando a una
temperatura de 120°C durante 3 h. La reaccion se llevd a cabo de la misma manera
que para BNC en suspension, con la diferencia que para este caso primero se disolvid
el catalizador en el acilante a 110°C y luego se agregd la membrana de BNC a
acetilar. En estos ensayos se operd sin agitacion para evitar el plegado de la

membrana.
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2.3.3 Recuperacion de productos

Al concluir el tiempo de reaccion, en el caso de la BNC en suspension y de las
membranas de BNC, se desacoplo el balén del condensador y se dejé enfriando hasta
alcanzar la temperatura ambiente. El producto sélido se separé mediante filtracion
al vacio y se lavo con etanol (3 x 40 mL) y agua (4 x 40 mL) hasta neutralidad de las
aguas de lavado, y el producto se conservd como pellet humedo hasta su utilizacion.
En el caso de los CNC, luego de cada lavado el producto se separd por centrifugacion
(8500 rpm, 30 minutos) y, finalmente, la suspension resultante de nanocristales

acetilados se liofilizdé como se indico en la Seccion 2.1.

2.4 Preparacion de materiales compuestos biodegradables
(PLA/Nanocelulosa)

Como matriz de los nanocompuestos se utilizd acido polilactico (PLA)
comercial Nature Works® 3051D con un peso molecular (Mn) de 1,42x10* g/mol,
una gravedad especifica de 1,24 y un indice de flujo de fusion (MFI) de 7,75 g/10
min (210°C, 2,16 kg), disuelto en cloroformo.

Para la preparacion de los nanocompuestos se us6 la metodologia de
evaporacion de solvente disolviendo el PLA en cloroformo. El estudio del efecto de la
BNC como nano-refuerzo se realizéd inicialmente utilizando BNC en suspensién con
tres GS diferentes a un igual porcentaje en masa respecto a la matriz del 3% (p/p).
Posteriormente, se seleccion6 un valor de GS para evaluar el efecto del porcentaje de

refuerzo (3, 5, 10 % (p/p)) en la matriz.

Las muestras de BNC en suspension (nativa y acetiladas) se sometieron a
intercambio de solvente agua (2x20 mL)—acetona (2x20 mL)—cloroformo (2x20

mL) con homogeneizacion intermedia durante 10 minutos a 18000 rpm.

Para la preparaciéon de la pelicula de PLA blanco usado como control se
disolvieron 2g de PLA (pellets) en 65 mL de cloroformo con agitacion magnética
(1000 rpm) a temperatura ambiente durante 3h. Luego, la solucion de PLA se vertio
sobre capsulas de Petri de 90 mm de didmetro y se dejo secar por 48h a temperatura

ambiente. Para las peliculas de los nanocompuestos la solucion de PLA previamente
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preparada se mezcld con la BNC dispersada en cloroformo para tener un contenido
final de nano-refuerzo del 3, 5, 10% (p/p) segun el caso. Las mezclas se
homogeneizaron a 18000 rpm durante 15 min y luego se dejaron evaporar por 48 h,
siguiendo el mismo protocolo usado para las peliculas del PLA blanco. Finalizado
este tiempo, todas las peliculas se secaron en estufa de vacio a 40°C durante 4
semanas con el fin de garantizar la remocién del cloroformo remanente de las

muestras.

2.5 Técnicas de caracterizacion utilizadas

2.5.1 Determinacion del grado de sustitucion (GS) conferido mediante
saponificacion

El porcentaje de acetilacion (% acetilo) y GS de las muestras se determiné por
saponificacion heterogénea con NaOH 0,1 N y titulacion por retorno con HC1 0,1 N.
La metodologia comprende la hidrolisis basica de los grupos éster presentes en la
celulosa y la titulacion del exceso de NaOH con HCI. La técnica se adapto de la
norma ASTM D817-12 “Standard Test Methods of Testing Cellulose Acetate”,
desarrollada para acetato de celulosa. Brevemente, en Erlenmeyers de 50 mL se
afiadieron aproximadamente 0,1 g de muestra previamente secada a 110 °C durante
2 hy 10 mL de alcohol etilico (75%). La mezcla se calent6 a 55 °C durante 30 min.
Finalizado el tiempo de calentamiento se agregd NaOH 0,1 N a las suspensiones
hasta viraje de fenolftaleina (1 o 2 gotas) con el fin de neutralizar posibles trazas
acidas que hubieran quedado en la muestra luego del proceso de acetilacion. A
continuacion, se afladieron 10 mL de NaOH 0,1N y se calentaron nuevamente las
suspensiones a 55 °C durante 15 min. Finalmente, los matraces se dejaron de forma
estatica a temperatura ambiente durante 48 h. Transcurrido el tiempo de hidrolisis,
el exceso de NaOH se valoré con una solucion 0,1 N de HCI usando fenolftaleina
como indicador. Para cada grupo de muestras se prepar6 un blanco de nanocelulosa
no derivatizada en las mismas condiciones. Las soluciones de NaOH y HCI se
estandarizaron utilizando biftalato de potasio y carbonato de sodio, respectivamente,
previamente secados durante 2 h a 110 °C. El contenido de grupos acetilos se calculo

mediante la ecuacién (1):
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Vo — Vo) * N * 43
%Acetilo = [V S)W HCL I, 100 1)

Donde Vi (mL) es el volumen de HCI requerido para la titulacién del blanco,
Vs (mL) es el volumen de HCI requerido para valorar la muestra, Nuo es la
normalidad de la soluciéon de HCI, y W (mg) es la masa de la muestra seca utilizada
en la determinacién. El peso molecular del grupo acetilo para muestras acetiladas

corresponde a 43 g/mol.

Como se defini6 en el Capitulo 1, el GS se define como el valor promedio de
grupos hidroxilo (OH) sustituidos por unidad de anhidroglucosa de celulosa.
Teniendo en cuenta que cada unidad de anhidroglucosa posee tres grupos hidroxilos
reactivos, el valor maximo de GS que puede alcanzarse es de 3 (45% grupos acetilo).

El GS de todas las muestras derivatizadas se calcul6é usando la ecuacion (2):

(162 * %Acetilo)
GS = . (2)
[4300 — (42 * %Acetilo)]

Donde 162 corresponde al peso molecular de la unidad de anhidroglucosa.

2.5.2 Resonancia Magnética Nuclear de “C en estado solido (CP/MAS- *C
RMN)

Los espectros de "*C RMN en el estado solido de las muestras se realizaron en
un resonador Bruker Advance I1-300 equipado con un cabezal de 4 mm apto para
Rotacién de Angulo Magico disponible en la Facultad de Matematica, Astronomia
y Fisica de la Universidad Nacional de Cérdoba. El equipo se opero a una frecuencia
de 300,13 MHz para protones y 75,46 MHz para carbonos. Se utiliz6 glicina como
espectro de referencia externa para '°C, y para ajustar las condiciones de Hartmann-
Hahn para los experimentos de polarizacion cruzada (CP). El tiempo de reciclaje

vari6d de 5 a 6 s segiin la muestra y el tiempo de contacto durante la CP fue de 2 ms.
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Para el desacople heteronuclear durante la adquisicién se utilizd la secuencia
SPINALG64 con un campo de protén de H1H cumpliéndose que w1H/2r = YHHIH
= 62 kHz. Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente y la rotacion

del angulo magico fue de 10 kHz.

2.5.3 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de las muestras nativas y acetiladas se adquirieron en un
espectrofotdmetro Affinity-1 Shimadzu con Transformada de Fourier en modo de
absorcidon usando ventanas de KBr. Para tal fin, las muestras (12,5 mg) se secaron a
110°C durante 1h, se mezclaron con KBr previamente seco (130°C, 16 h) en una
proporcion de 1:20, y se prensaron. Las pastillas se secaron nuevamente durante toda
la noche a 110°C. Los espectros se midieron con 40 escaneos y una resolucion de 4
cm™ en un rango de numero de onda de 4000-700 cm™. Para el analisis comparativo
de las bandas se corrigio la linea de base de los espectros y se normalizaron respecto
ala intensidad de la absorcién a 1165 cm™ correspondiente a la flexién del enlace (C—
O—-C) de la celulosa segun bibliografia (Ilharco, Gracia, da Silva, & Ferreira, 1997;
Lee et al., 2011).

2.5.4 Espectroscopia UV /Visible (UV/vis)

La transparencia de las peliculas de los nanocompuestos se evalud por
espectroscopia UV /visible. Con este fin se adquirieron espectros de la matriz pura de
PLA y de los nanocompuestos con BNC en modo de transmitancia en el rango de
200-800 nm usando un espectrofotometro Shimadzu UV/visible modelo (UV-
1650pc). Para cada muestra se adquirieron hasta 5 espectros en diferentes posiciones
de la pelicula con el fin de evaluar posibles variaciones en la transparencia
relacionadas con la variabilidad del espesor de las peliculas o la distribucion del

refuerzo.
2.5.5 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Se observaron muestras de BNC nativa usando un microscopio electronico de
transmision TEM Philips EM 301 operado a un voltaje de aceleracion de 40 Kv. El

estudio se realiz6 en el Centro de Microscopia Avanzada (CMA) de la Facultad de
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Ciencias Exactas y Naturales-UBA. Para ello se prepararon suspensiones acuosas de
BNC (0,2% (p/v)) que se depositaron en rejillas de TEM y se tifieron negativamente
con acetato de uranilo al 2% (p/v). Las mediciones de los anchos de las nanofibras

se realizaron usando el programa Image J.

2.5.6 Microscopia Electronica de Barrido con Emision de Campo (FESEM)

Las imagenes de FESEM de las muestras se obtuvieron en un microscopio
electrénico de barrido con emision de campo Carl Zeiss NTS, modelo Supra 40
provisto de un detector de electrones secundarios de presion variable y operado a un
voltaje de aceleracion de 3 kV. El estudio se realizé en el Centro de Microscopia
Avanzada (CMA) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales-UBA. Las
muestras nativas y acetiladas se sembraron como suspensiones en agua al 0,2% (p/v)
en vidrios de microscopia que luego se secaron a 100°C durante 5 min. Se realizaron
mediciones del ancho de las nanofibras y nanocristales usando el programa Image J.
En el caso de las peliculas de los nanocompuestos, se observo la superficie de las
secciones transversales criofracturadas con nitrogeno liquido. Todas las muestras se

metalizaron con oro para una mejor calidad de la imagen.

2.5.7 Espectroscopia de Dispersion de Energia de Rayos X (EDS)

Los espectros EDS se adquirieron para inferir la composicién elemental de las
muestras en un microscopio electronico de barrido Phenom World ProX, operado a

15 kV y equipado con un detector Silicon Drift .

2.5.8 Difraccion de Rayos X (DRX)

Los estudios de estructura cristalina de todas las muestras se realizaron en un
difractémetro de rayos X Rigaku D/Max-C con gonidémetro vertical disponible en el
laboratorio de Sélidos Amorfos de la FIUBA. Este difractometro tiene un disefio que
satisface las condiciones de enfoque de Bragg-Bentano y tiene un monocromador de
cristal unico (GRAPHITE). Las hendiduras utilizadas fueron: 1,0 DS (hendidura de

divergencia) - 1,0 SS (hendidura de dispersion) - 0,6 mm-0,8 mm. Los difractogramas
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se adquirieron en el rango de 26 de 10 a 45° con un paso de 0,02°. La longitud de
onda de la fuente de radiacién de Cu/Ka fue de 0,154 nm, con una intensidad de 30
mA y un voltaje de 40 kV. El indice de cristalinidad de las muestras de BNC y CNC
se calcul6 usando el método empirico de Segal (Segal, Creely, Martin, & Conrad,
1959). Este método empirico relaciona la intensidad méaxima del difractograma (Iy,;)
y la intensidad asociada a la contribucion amorfa (I.,), esta ultima ubicada en un
angulo de 26=18° (Ecuacion 3).
. (looz — Iam)

ICr = ——— %100 3)
002

La fraccion cristalina de las peliculas de los nanocompuestos (%X) se
determiné relacionando las areas de los picos cristalinos y el area total del

difractograma.

2.5.9 Analisis Termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de las muestras se estudio utilizando un equipo TGA-
50 Shimadzu en el intervalo de temperatura de 25-800 °C a una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min. Los ensayos se realizaron en atmosfera de nitrogeno
(30 mL/min) para prevenir la degradacion termo-oxidativa de las muestras. Estas se
preacondicionaron mediante secado a 110°C durante 2h. Los parametros térmicos
evaluados fueron la temperatura méaxima de descomposiciOn (Tmax), 1@ Tonset
determinada como la temperatura en el punto de interseccidén del valor extrapolado
de pre-descomposicion y la linea tangencial a la curva principal de pérdida de peso,
y la T1o% que corresponde a la temperatura en la cual el material perdié un 10% de su

masa.

2.5.10 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las propiedades térmicas del PLA y los nanocompuestos con BNC se

analizaron en un calorimetro diferencial de barrido Shimadzu DSC- 60.
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Inicialmente, se realizé un primer calentamiento a 10 °C/min de 25°C a 200°C y se
mantuvo la temperatura a 200 °C durante 2 min con el fin de borrar el historial
térmico de las muestras. Luego las mismas se enfriaron a 10 °C/min hasta -25°C y,
finalmente, se efectué un segundo calentamiento a 10 °C/min hasta 200 °C. Las
temperaturas de cristalizacion en frio (Te) y de fusién (Twm) se determinaron como el
valor maximo del pico exotérmico y endotérmico, respectivamente. La temperatura
de transicién vitrea (T;) se obtuvo del escaneo de enfriamiento. El grado de
cristalinidad de las peliculas se calcul6 del primer calentamiento usando la Ecuacién
4, en donde Wy, es la fraccidn en peso de PLA en la muestra, AH,, es la entalpia de
fusion de la muestra y AH,, es la entalpia de fusidén para una muestra de PLA 100 %
cristalino que corresponde a 93,6 J/g, (Turner, Riga, O'Connor, Zhang, & Collis,
2004).

%X =

1 ( AH,,
*

* 100 (4)
Wpra AHmo)

2.5.11 Propiedades Mecanicas (Traccion)

Los ensayos de traccidon uniaxial para la caracterizacion mecanica de los
nanocompuestos se realizaron sobre probetas tipo IV segun la norma ASTM D638.
El equipo utilizado para las mediciones fue una maquina de ensayos universales
INSTRON 5982, operada a una velocidad de la cruceta de 1 mm/min. De las
mediciones se obtuvieron las curvas de tensidén vs deformacién y se determinaron
parametros mecanicos tales como el modulo de Young, resistencia a la traccion y
deformacion a la rotura. Las mediciones se efectuaron a temperatura ambiente y se
midieron hasta 5 muestras para cada sistema. Los valores que se informan en la
seccion de resultados corresponden a los valores promedio y sus respectivas

desviaciones.

2.5.12 Angulo de contacto

Para evaluar la eficacia de la hidrofobizacion conferida a la BNC se realizaron
determinaciones de angulo de contacto. Las peliculas de BNC requeridas para las

determinaciones se prepararon extendiendo la muestra (200 mg peso seco) entre
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vidrios de microscopia recubiertos con cinta de teflon, que fueron posteriormente
prensados y secados a 110°C durante 12 h. Los angulos de contacto en el equilibrio
se midieron usando un gonidémetro (OCAISLHT Plus photo-microscope,
Dataphysics). Para cada pelicula se realizaron 5 mediciones a temperatura ambiente
con gotas de agua destilada de 30 y 50 uLL durante 60 sy 180 s. Con las mediciones
obtenidas en el periodo de tiempo establecido se determin6 una media aritmética del

angulo de contacto en el equilibrio. Las imagenes se procesaron usando el programa

SCA20.

2.5.13 Dispersabilidad en solventes de diferente polaridad

Como analisis complementario para evidenciar la variacion de la polaridad
de las muestras acetiladas, se hicieron ensayos de dispersabilidad en solventes de
diferente polaridad; agua, acetona, diclorometano, cloroformo y éter de petroleo.
Para tal fin, la BNC se someti6é a intercambios sucesivos de solvente en escala de
polaridad descendente. Con todos los solventes se realizaron tres intercambios
utilizando 5 mL de solvente y manteniendo el sistema en agitacion durante 10
minutos (1000 rpm). Finalmente, las muestras se sonicaron en un bafio ultrasénico
de 80W durante 15 min. Se inspecciond la estabilidad de las dispersiones a
temperatura ambiente durante 3 dias. La realizacion de los ensayos para CNC
liofilizados requiri6 de sonicacion con 80W de potencia durante 3h y se realizo el

seguimiento de la estabilidad de las dispersiones por un periodo de 30 min.

2.5.14 Permeabilidad al vapor de agua

Los ensayos de permeabilidad al vapor de agua de todos los materiales

compuestos se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones de la norma ASTM-E96-

00 (1996), y utilizando dispositivos como el que se muestra en la Figura 2.2. Los

dispositivos de acrilico tienen una camara interna que se rellend con un agente

desecante (silica gel 0% HR). Las peliculas se ubicaron en la parte superior de dichas

camaras en un orificio de didmetro estandarizado de 4 x10* m?. Todos los dispositivos

se colocaron en un desecador previamente acondicionado con una humedad relativa de

~53% conteniendo una solucion saturada de nitrato de magnesio. La diferencia de
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presion parcial de vapor de agua existente a ambos lados de la pelicula proporciona la
fuerza impulsora para el flujo de vapor. El flujo se determin6 midiendo la masa de cada
uno de los dispositivos durante 10 dias consecutivos. Mediante regresion lineal por
cuadrados minimos se calculd la pendiente de los graficos para determinar la tasa de
transmision del vapor de agua a través de la muestra hacia el desecante, y con ese valor
se calculo se calcul6 la permeabilidad al vapor de agua (PVA) (Kg /ms Pa), utilizando

la ecuacion 5.

WVTR )
*

PvA = (P « RH

(5)

En donde P es la presién de vapor de saturacidén del agua (Pa), RH es la humedad
relativa en el desecador, d es el espesor de la pelicula (m) y WVTR es la velocidad de
transmision de vapor de agua calculada como la relacién entre la pendiente de la recta

del grafico peso en funcion del tiempo (kg/s) y la superficie de la celda (m?).

Muestra

Agente desecante (silica gel) Desecador con humedad controlada

Figura 2.2 Celdas de acrilico utilizadas para las mediciones de la permeabilidad al

vapor de agua de los nanocompuestos.
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3.Estudio exploratorio de la acetilacion de
nanocelulosa bacteriana catalizada por a-
hidroxiacidos

Existen en la literatura algunos ejemplos que dan cuenta de la efectividad
de ciertos a-hidroxiacidos como catalizadores de reacciones de esterificacion de
celulosa. Sin embargo, su uso para derivatizar nanofibras de celulosa bacteriana,
al menos hasta el comienzo de este Trabajo de Tesis, no habia sido explorado.
Considerando las ventajas de esta ruta descriptas en la Introduccion general, en el
presente Capitulo se resumen los resultados de un estudio exploratorio sobre el uso
de tres a-hidroxiacidos diferentes (dcido lactico, (L)-tartdrico y citrico) como
catalizadores de la reaccion de acetilacion de nanocelulosa bacteriana utilizando
anhidrido acético como agente acilante. Con este fin, se evaliia comparativamente
su efecto en el GS conferido a la BNC a un tiempo fijo de reaccion, y se caracterizan
los productos acetilados con los diferentes catalizadores en términos de estructura

quimica, morfologia, cristalinidad y polaridad.

59



60



3.1 Introduccion

Como se mencion6 en la Introduccion general, los polimeros de origen
natural han despertado gran interés en el campo de la ingenieria de materiales por
pertenecer a la biomasa renovable, ser biodegradables, no toxicos y abundantes. En
particular, la celulosa es el biopolimero mas abundante en la Tierra y tiene excelentes
propiedades mecanicas que se atribuyen a su estructura semicristalina y a su perfecta
organizacion jerarquica, que tiene como elementos constitutivos a las nanofibras de
celulosa. En conjunto, las propiedades de la celulosa son las responsables de
proporcionar a la madera y a otros materiales lignocelul6sicos una elevada resistencia
mecanica, alta relacién resistencia/peso, y al mismo tiempo dotarlos de la
flexibilidad necesaria para contrarrestar cambios dimensionales debidos al

hinchamiento y encogimiento (Dufresne, 2013).

El aislamiento de las nanofibras responsables de las propiedades mecanicas
de la celulosa se lleva adelante convencionalmente a partir de matrices vegetales,
mediante protocolos extensos de desfibrilacion mecdnica y de purificacion para
separar hemicelulosas, ligninas y pectinas. Este proceso implica un alto consumo
energético y, en muchos casos, requiere del uso de reactivos perjudiciales para el
medio ambiente. Como contraparte, la produccion biotecnologica de nanofibras de
celulosa con bacterias del género Gluconacetobacter en medios de fermentacién
formulados con desechos agroindustriales o subproductos industriales permite
obtener, directamente del medio de cultivo, celulosa nanofibrilada pura y con
propiedades similares a las de la nanocelulosa fibrilada de origen vegetal. En la
Figura 3.1a se muestra una membrana de BNC humeda, tal cual se la obtiene del
medio de fermentacion. En la Figura 3.1b, se muestran las nanofibras de celulosa
que componen la membrana. La imagen de TEM ilustra la morfologia nanofibrilar
descripta previamente para la BNC. En la Figura 3.1c se presenta la distribucion de
anchos de las nanofibras, en el rango de 20 a 80 nm en concordancia con otros

autores (Hirai, Tsuji, Yamamoto, & Horii, 1998).
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Figura 3.1 (a) Membrana humeda de BNC, (b) imagen TEM de las nanofibras

liberadas de la membrana, (c) histograma de anchos de las nanofibras.

La BNC se caracteriza por una alta cristalinidad (=90%) (Czaja,
Romanovicz, & Brown Malcolm, 2004), la cual incide directamente en sus
propiedades mecanicas. Se ha informado para nanofibras de BNC un moédulo de
Young de 114 GPa y un modulo de Young tedrico determinado mediante
espectroscopia Raman entre 130 y 145 GPa (Hsieh, Yano, Nogi, & Eichhorn,
2008). Estos valores de modulo de Young resultan atractivos dado que, si se
comparan con los valores ya informados para algunas fibras naturales como algodén
(12,6 GPa), yute (26,5 GPa), lino (27,6 GPa) y sisal (22 GPa), o fibras sintéticas como
vidrio (70 GPa) y aramida (67 GPa), los valores correspondientes a las nanofibras de

BNC son significativamente superiores y exceden los valores convencionales
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teniendo en cuenta su baja densidad (1,25 g/cm™) (Bismarck, Mishra, & Lampke,
2005; Lee et al., 2009). Ademas, la BNC tiene una alta drea superficial relacionada

con sus dimensiones nanomeétricas que oscila en ~37 m*/g (Kim et al., 2002).

Como se mencion6 previamente en la Seccion 1.3.2, la BNC es muy versatil
en cuanto a sus posibles aplicaciones (Tabla 1.3) y, en la mayoria de ellas, la
hidrofilicidad de la nanocelulosa no representa una limitacion. Diferente es la
situacion cuando la BNC debe compatibilizarse con un entorno no polar. Este es el
caso, por ejemplo, de la preparacion de materiales compuestos de matrices
poliméricas hidrofobicas de interés comercial como el 4cido polilactico o la
policaprolactona. En estos sistemas la incompatibilidad quimica debida a la
hidrofilicidad de la celulosa conlleva a una pobre dispersion de las nanofibras en la
matriz hidrofébica y puede inducir un empobrecimiento significativo de las
propiedades mecanicas de la matriz (Missoum et al., 2013; Siré & Plackett, 2010).
Por lo tanto, modular la polaridad de las nanofibras de celulosa es fundamental para
aprovechar las propiedades de la nanocelulosa para reforzar y dotar de mejores

propiedades a este tipo de materiales hidrofébicos.

En este contexto, la adsorcién fisica de surfactantes y un cambio en la
funcionalizacion de la nanocelulosa mediante transformaciones quimicas son las
estrategias de compatibilizacion mas utilizadas a lo largo de los afios (Hubbe et al.,
2015). La gran cantidad de grupos hidroxilos disponibles en la superficie de las
cadenas de celulosa posibilita transformaciones quimicas muy diversas. En
particular, las reacciones de esterificacién son las maés utilizadas para hidrofobizar la
superficie de la nanocelulosa, debido a la variedad de restos organicos que pueden
injertarse bajo condiciones de reaccion relativamente faciles de operar. Por ejemplo,
Huang y colaboradores esterificaron nanofibras de celulosa de origen vegetal
mediante una metodologia mecdnico-quimica de un sélo paso, que consiste en
desfibrilar la celulosa de partida en un disolvente organico no acuoso (DMSO)
cargado con dos agentes esterificantes diferentes (anhidrido n-dodecil succinico y
anhidrido succinico), alcanzando grados de sustitucion (GS) de 0,31 y 0,23,
respectivamente (Huang, Zhao, Kuga, Wu, & Huang, 2016). En otras
contribuciones se obtuvieron ésteres con diferente estructura del resto

hidrocarbonado (acetilo, miristoilo (C14), benzoilo y pivaloilo) de BNC y CNF
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extraida de pulpa de madera. Se alcanzaron GS de 0,4y 1,1 en un sistema de reaccion
de cloruro de acilo/piridina, utilizando como agente dispersante N-metil 2-
pirrolidona en un rango de temperatura de 50-60°C (Agustin, Nakatsubo, & Yano,
2016; Agustin, Nakatsubo, & Yano, 2017). Otros autores informaron la
esterificacion superficial heterogénea de CNF obtenida a partir de madera utilizando
liquidos 16nicos como catalizadores y, como acilantes, diferentes anhidridos de
variada longitud de cadena como anhidrido acético, isobutirico y hexanoico.
Operando a 100°C durante 2 h lograron valores de GS entre 0,2 y 0,3 (Missoum et
al., 2013). Por otro lado, Sehaqui y colaboradores esterificaron sin catalizador
peliculas de CNF utilizando diferentes anhidridos como acético, butirico, hexanoico
y (2-dodecen-1-i1) succinico, mediante prensado de las peliculas entre discos
metalicos porosos y llevando la reaccion a cabo en estufa a 80°C durante 2 h hasta
alcanzar GS de entre 0,1 y 0,38 (Sehaqui, Zimmermann, & Tingaut, 2014). Por otra
parte, Tomé y colaboradores esterificaron membranas liofilizadas de BNC con
cloruro de hexanoilo en un medio de reaccion con tolueno y utilizando piridina como
catalizador, a una temperatura de 115°C durante 0,8 h hasta lograr un GS de 0,44
(Tomé et al., 2010). EI mismo grupo informo la esterificacién de BNC triturada con
los acidos acético, butirico, hexanoico, y alquenil succinico catalizada con acido
sulfarico en un medio de reaccidén formulado con liquidos 16nicos. Luego de tiempos
comprendidos entre 6 y 264 h de reaccidén a una temperatura de 30°C se lograron
valores de GS en el rango de 0,04 a 0,24 (Tomé et al., 2011b). En otros trabajos, Lee
y colaboradores informaron la derivatizaron de BNC con los acidos acético,
hexanoico y dodecanoico como agentes esterificantes y cloruro de p-toluensulféonico
como catalizador, en un medio de reaccién con piridina a 50°C durante 2 h. Los

autores informaron valores de GS entre 0,36 y 1,87 (Lee, Blaker, & Bismarck, 2012).

Entre todos los protocolos de esterificacion mencionados, la acetilacion ha
sido la metodologia mas explorada en el campo de la derivatizacion de nanofibras de
celulosa de origen bacteriano. Entre las principales contribuciones se encuentran la
informada por Nogi y colaboradores quienes acetilaron membranas de BNC en
anhidrido acético sin catalizador a una temperatura de 120°C durante 21 h de
reaccion, alcanzando un GS de 0,17 (Nogi, Handa, Nakatsubo, Ifuku, & Yano,
2006). Se informo también la acetilacion de membranas de BNC empleando como

agente acilante anhidrido acético en un medio de reaccion formulado con acido
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acético/tolueno/anhidrido acético y utilizando acido perclérico como catalizador.
Operando a temperatura ambiente durante 1 h de reaccion se lograron valores de GS
comprendidos en el rango de 0,04 a 2,77 (Kim et al., 2002). Posteriormente, Ifuku y
colaboradores derivatizaron membranas de BNC intercambiadas de solvente a
acetona usando la misma metodologia implementada por Kim y colaboradores, y
operada bajo las mismas condiciones informando un GS de 1,76 (Ifuku et al., 2007).
La misma metodologia fue utilizada también mas recientemente por Gongalves y
colaboradores (Gongalves et al., 2015 y Gongalves et al., 2017). Por otra parte,
Yamamoto y colaboradores acetilaron una suspensién liofilizada de BNC en un
sistema catalizado con acido perclorico utilizando como agentes acilantes anhidrido
acético y acetato de amilo en una proporcion 50/50. A una temperatura de 20°C y
dos tiempos fijos se obtuvieron valores de GS de0,58 y 2,76 a 0,5 h y 3h de reaccion,
respectivamente (Yamamoto, Horii, & Hirai, 2006). Otros autores acetilaron BNC
en condiciones supercriticas utilizando vapor de cloruro de palmitoilo (C16) como
medio de reaccion y agente acilante, a temperaturas entre 170 y 190°C, y durante
periodos de tiempo que variaron entre 2 y 13 h. Los autores operaron en CO,y
lograron valores de GS de 1,47 y 2,7 (Berlioz, Molina-Boisseau, Nishiyama, &
Heux, 2009). Suetsugu y colaboradores informaron la acetilacion de membranas de
BNC en cloruro de zinc acuoso usando CO, supercritico con anhidrido acético como
acilante y a 70°C durante 5 h de reaccion, pero no se informé el GS del producto
(Suetsugu et al., 2009). De Marco Lima y colaboradores informaron la acetilacién
de membranas de BNC disueltas en dimetilacetamida/cloruro de litio con anhidrido
acético como acilante (De Marco Lima et al., 2011). La temperatura empleada fue
de 110°C durante 3 h y los autores informaron valores de GS entre 1,91 y 2,66. Hu 'y
colaboradores derivatizaron membranas secas de BNC en un medio de anhidrido
acético utilizando yodo como catalizador (60-100°C, 0,25-2 h) hasta lograr valores
de GS entre 0,23 y 1,98 (Hu et al., 2011). Tomé y colaboradores por su parte,
acetilaron una suspension de BNC intercambiada de solvente con etanol a acetona,
en un medio de anhidrido acético utilizando 4cido sulfarico como catalizador a una
temperatura de 30°C por 4 h, logrando un GS de 0,02 (Tomé et al., 2011a). Cunha
y colaboradores utilizaron anhidrido acético como acilante y 4cido sulfirico como
catalizador para acetilar peliculas de BNC secados mediante liofilizacién y en CO,

supercritico. En este caso el medio de reaccion fue tolueno y se opero a temperatura
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ambiente durante 0,5 h hasta alcanzar valores de GS comprendidos en el rango de

0,04 a2 0,12 (Cunha, Zhou, Larsson, & Berglund, 2014).

Si bien varias de estas metodologias permitieron conferir a la BNC valores de
GS compatibles con una hidrofobizacion superficial, muchas de ellas involucran
acidos altamente corrosivos como catalizadores (por ejemplo, acido perclorico o
sulfurico), y/o involucran medios que contienen disolventes organicos altamente

inflamables o toxicos, como piridina o tolueno.

Alternativamente, Hafrén y Coérdova propusieron el uso de catalizadores
biodegradables de origen natural del tipo a-hidroxidcidos para la esterificacion de
celulosa en un medio sin cosolventes agregados (Hafrén & Cordova, 2005). En su
publicacidon desarrollaron la polimerizacion por apertura de anillo de e-caprolactona
usando acido tartdrico como catalizador y celulosa procedente del algodon y del
papel como iniciador. La reaccion se llevo a cabo a una temperatura de 120°C
durante un periodo de tiempo de 6 h. Paralelamente, los autores aplicaron la misma
ruta para esterificar fibras de algodén y papel con acido hexadecanoico y pentinoico
utilizando 4acido tartarico como catalizador (Hafrén & Cordova, 2005).
Posteriormente, los mismos autores publicaron una patente que comprende la
utilizacion de los a-hidroxiacidos como catalizadores en la modificacion de grupos
aminos y alcoholes de diversos compuestos, tales como polisacaridos (almidén y
celulosa), oligosacaridos, silica, alcoholes, aminas alifdticas y aromaticas, proteinas,
péptidos, dendrimeros, fulerenos, poli, oligo y mononucleotidos, polimeros alifaticos
y aromaticos, oligbmeros, y compuestos inorgdnicos con lactonas, ésteres,
poliésteres, carbonatos, policarbonatos, lactidas, glicélidos, anhidridos, acidos y

tioésteres (US 2009/0111980 A1, Hafrén & Cérdova, 2009).

En 2010 Dominguez de Maria public6 un trabajo de revision en el cual
presenta a los a-hidroxiacidos como el acido lactico, tartarico, citrico y mandélico
como una alternativa novedosa y atractiva para catalizar polimerizaciones de
apertura de anillo y transesterificaciones para sintetizar y modificar biopolimeros
como la celulosa. En el trabajo se destacan con especial énfasis las principales
ventajas de estos a-hidroxiacidos que son su origen natural y renovable, su cardcter
no toxico, y la posibilidad de obtenerlos mediante rutas biotecnoldgicas

fermentativas (Dominguez de Maria, 2010).
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Teniendo en cuenta las ventajas de los a-hidroxidcidos mencionadas en el
parrafo anterior, nuestro grupo realizo una primera adaptacion al método de Hafrén
& Cordova (2005), orientada a esterificar nanocelulosa de origen bacteriano
utilizando acido acético y propidnico como agentes esterificantes y acido tartarico
como catalizador. Este catalizador se seleccion6 en funcion de la mayor actividad
catalitica informada por dichos autores respecto a los demads o-hidroxidcidos
estudiados (acido lactico y citrico). En las condiciones elegidas se evaluo el GS
alcanzado en tiempos de reaccion comprendidos entre 1 y 8 h obteniéndose valores
de GS en el rango de 0,02 a 0,45 (Avila Ramirez et al., 2014). Estos resultados
fueron prometedores y evidenciaron que era posible derivatizar nanofibras de
celulosa de origen bacteriano utilizando un método que procede en condiciones
relativamente suaves de reaccion, sin cosolventes agregados y con catalizadores de
origen natural. Ademas, los GS alcanzados fueron similares a los obtenidos por otros
autores por otras rutas, y se confirmo6 que los mismos resultaron adecuados para

disminuir significativamente la polaridad de la BNC.

En funcién del estudio inicial descripto, este primer Capitulo resume un
analisis exploratorio de la actividad catalitica de los tres catalizadores utilizados
oportunamente por Hafrén & Coérdova (2005) (acido lactico, tartarico y citrico) en

la acetilacion de BNC usando, en este caso, anhidrido acético como acilante.

Las técnicas de Resonancia Magnética Nuclear *C en el estado solido
(CP/MAS- C RMN) y de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR) se utilizaron cualitativamente para evaluar el progreso de la acetilacion. Se
analizaron cambios en la cristalinidad y la morfologia de las nanofibras mediante
difraccion de rayos X (DRX) y microscopia de barrido electrénico (FESEM),
respectivamente. Se describen también en este Capitulo los resultados de las
mediciones del angulo de contacto y de dispersabilidad en solventes organicos de

diferente polaridad de la BNC modificada.
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3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Testeo de los catalizadores a—hidroxiacidos

Las condiciones de reaccion que se describieron en la Seccion 2.3.2.1,
establecidas para el estudio comparativo de los tres catalizadores son las mismas que,
con anterioridad, utilizé nuestro grupo para esterificar BNC usando acido acético y
4cido propidnico como acilantes (Avila Ramirez et al., 2014). En este caso, sin
embargo, se introdujo un cambio en la metodologia con respecto a las condiciones
publicadas, que consistio en reemplazar el acido acético por anhidrido acético, dada
la reconocida diferencia de reactividad de este ultimo. En todos los casos se utilizd
la misma masa de BNC (0,5 g, 3,087 mmol UAG), la misma relacion molar entre el
catalizador y las UAG (1,01 mmol/mmol UAG) y el mismo volumen de acilante
(0,53 mol). Las muestras se preacondicionaron por intercambio de solventes, tal

como se describio en el Capitulo 2 de esta Tesis.

En la Figura 3.2 se comparan los grados de sustitucidon alcanzados con cada
uno de los catalizadores a un tiempo fijo de 7 h. En todos los casos, los GS de las
reacciones catalizadas fueron significativamente superiores a los obtenidos en la
reaccion no catalizada (0,20+0,02 — 0,23£0,01). El menor grado de sustitucidon se
observd cuando se utilizoé acido lactico como catalizador (GS= 0,42%+0,03). Este
resultado no resultd sorprendente considerando que, segun el mecanismo de Fisher,
el paso lento de la reaccidon de acetilacion es el ataque de un grupo hidroxilo de la
celulosa al grupo carbonilo del anhidrido acético. Cuanto mayor es la densidad de
carga positiva del carbonilo mas rapida se espera que sea la reaccion, y la densidad
de carga positiva aumenta cuando el oxigeno del grupo carbonilo se protona. De los
tres acidos investigados el acido lactico es el que tiene la menor constante de acidez

(pKa= 3,86), por lo tanto, resulta razonable que sea el catalizador menos eficiente.
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Sin catalizador Acido lactico  Acido (L)-tartarico  Acido citrico

Figura 3.2 Efecto del a-hidroxiacido utilizado como catalizador sobre el GS

conferido a la BNC (1,01 mmol/mmol UAG, 120°C, 7 h).

En base a la discusion anterior, y teniendo en cuenta que los acidos (L)-
tartarico y citrico tienen constantes de acidez similares (pKa: 3,08 y 3,03,
respectivamente), si la catdlisis estuviera relacionada unicamente con la fuerza del
acido, se esperaria que los productos obtenidos al utilizar estos acidos como
catalizadores tuvieran un GS similar y superior al obtenido usando acido lactico.
Efectivamente, en ambos casos, el GS fue superior al alcanzado con 4cido lactico;
pero al utilizar acido citrico como catalizador el GS fue significativamente superior
al obtenido cuando se utilizé6 acido (L)-tartarico (0,90+£0,02 y 0,56x0,03,
respectivamente). Este resultado requeria descartar que, en el caso del acido citrico,
hubieran ocurrido reacciones laterales que contribuyeran a aumentar el valor del GS,
como la esterificacion de la celulosa con el mismo &cido citrico o incluso que el acido
citrico hubiera actuado como agente entrecruzante de las cadenas de celulosa (De

Cuadro et al., 2015; Spinella et al., 2016; Yang, Wang, & Kang, 1997).

69



3.2.2 Analisis estructural por RMN

Con el fin de investigar si habian tenido lugar reacciones laterales a la de
acetilacion cuando se utilizo acido citrico como catalizador, tanto la BNC nativa
como los productos de reaccion obtenidos en presencia de acido citrico se analizaron

por RMN de “C en el estado sélido.
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ppm
Figura 3.3 Espectro de CP/MAS- “C RMN de BNC nativa.

La Figura 3.3 muestra el espectro de la BNC nativa en el cual se observan las
sefales caracteristicas de los carbonos de la celulosa tipo I: C;(105,1 ppm), C, (89,1
ppm), carbonos C, - C; - Cs (80-69 ppm, senales superpuestas) y Cq (65,3 ppm)
(Jandura, Kokta, & Riedl, 2000; Yamamoto et al., 2006). Por otra parte, las sefiales
asignadas como C4' (84,1 ppm) y C4' (62,7 ppm), se asignaron a los carbonos de los
componentes amorfos o desordenados de la celulosa que aparecen a campos mas
altos que los carbonos correspondientes a la forma cristalina (C4 y C6) (Atalla &

VanderHart, 1999; Park, Baker, Himmel, Parilla, & Johnson, 2010).

En la Figura 3.4 se comparan los espectros de la BNC nativa y la BNC

acetilada en presencia de acido citrico como catalizador (GS= 0,90+0,02). Ademas
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de las sefiales provenientes de la celulosa, se observan sefales intensas alrededor de
20 ppm que fueron asignadas a los carbonos de los grupos metilo (CH;) de los
acetilos, y sefiales entre 171 y 173 ppm asignadas a los grupos carbonilo (C=0) de
dichos grupos. Estas sefiales evidencian que, efectivamente, la acetilacion tuvo lugar.
Comparativamente, otros autores observaron idénticas sefiales cuando acetilaron
BNC mediante otras metodologias. Por ejemplo, Hu y colaboradores obtuvieron un
espectro muy similar para la BNC acetilada, y asignaron las sefiales centradas en 21,1
y 171,4 ppm, a los grupos metilo y carbonilo de los grupos ésteres introducidos en la

celulosa, respectivamente (Hu et al., 2011).

OR C2-C3-C5
R= H o COCH,

BNC acetilada
(GS=0,90 £0,02)

Cl'|| g Cé6’
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Figura 3.4 Espectros de CP/MAS- C RMN de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada

en presencia de acido citrico como catalizador (GS= 0,9010,02).
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En el caso que el &cido citrico se hubiera unido covalentemente a la celulosa
en algun porcentaje significativo formado un éster de citrato o mediante reacciones
de entrecruzamiento, en el espectro de *C- RMN deberian haberse observado las
sefiales de los grupos metilenos del acido citrico. En la Figura 3.5 se compara el
espectro de *C- RMN del acido citrico con los espectros de la BNC nativa y BNC
acetilada por la metodologia usada en esta Tesis (curva (a) y (b), respectivamente).
En el espectro del 4cido citrico se observan claramente en la region de 180-185 ppm
los tres grupos carbonilo del 4cido, y en 72,5 ppm aparece la sefial correspondiente
al carbono cuaternario del acido citrico. Ademas, en la regidn entre 45 y 48 ppm se
observan las sefiales de los dos carbonos de los grupos metileno (CH,) del 4cido
citrico. De la comparacion con el espectro de la BNC surge que, st hubiera citratos o
entrecruzamientos de cadena en proporciones significativas en la BNC acetilada,
deberian observarse sefiales adicionales en la region entre 45 y 48 ppm del espectro
de la BNC acetilada (Fisher, Merwin, & Nissan, 1995) y, como se puede observar

en la Figura (Figura 3.5b), no se registran sefiales en esta zona.

Acido citrico

C2-C3-C5

Cé6 CH,

------—=-———=——-—-—----2

(b)

BNC nativa

I I
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
ppm
Figura 3.5 Espectros de CP/MAS- C RMN de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada

en presencia de 4cido citrico como catalizador (GS= 0,90%£0,02), (c) acido citrico.
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Estas conclusiones se refuerzan con los resultados de Spinella y
colaboradores, quienes modificaron nanocristales de celulosa con acidos di y
tricarboxilicos (acido malico (GS= 0,16), malénico (GS= 0,22) y citrico (GS= 0,18))
mediante esterificacion de Fisher, bajo condiciones que pueden promover el
entrecruzamiento de la celulosa (Spinella et al., 2016). En el trabajo citado, los
autores mediante un analisis exhaustivo comprobaron que el acido citrico estaba
unido covalentemente a la celulosa y, en el espectro de *C- RMN, se observo
claramente la presencia de nuevas sefiales provenientes de los carbonos metilénicos
en la region de 45-48 ppm que, como se mencionod antes, es una zona limpia del
espectro de la celulosa nativa y de la BNC acetilada en presencia de 4cido citrico
como catalizador (Figura 3.6). En el trabajo de Spinella y colaboradores (2016),
aunque el GS alcanzado con acido citrico fue de 0,18, un valor relativamente bajo,
las sefiales fueron lo suficientemente intensas como para ser evidentes en el espectro

RMN (Figura 3.6¢).
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Figura 3.6 Espectros de CP/MAS- “C RMN de (a) CNC nativos, (b) CNC
esterificados con acido maloénico, (¢) CNC esterificados con acido citrico, (d) CNC
esterificados con acido malico, mediante esterificacion de Fisher catalizada con

HCI (Spinella et al., 2016).
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De acuerdo con la discusién anterior, dado que el espectro de la BNC
acetilada en presencia de acido citrico (GS= 0,90%0,02) no presenta sefiales en la
zona de los carbonos metilénicos, puede inferirse que, bajo las condiciones aplicadas
en esta Tesis, tuvo lugar primordialmente la acetilaciéon de la BNC catalizada por el
acido citrico, descartando la presencia de algin subproducto que pudiera afectar de

manera significativa el GS.

Por consiguiente, la mayor actividad catalitica del acido citrico con respecto
al tartarico que, como se menciono al comienzo del Capitulo tienen constantes de
acidez similares, no se puede justificar asumiendo que la reaccién de acetilacién
ocurre unicamente por el mecanismo de Fisher. La justificacién de esa observacién
requiere de un estudio profundo del mecanismo de esa reaccidon que supera los
alcances de este trabajo de Tesis. Pero, de todas maneras, dado que el acido citrico
fue indiscutiblemente el que demostré mayor actividad catalitica, se seleccion6 como

catalizador para todos los estudios subsecuentes plasmados en el Capitulo 4.

En las secciones que siguen se presenta la caracterizacion de los productos de
reaccion obtenidos con los tres catalizadores ensayados en este Capitulo con el fin de
evidenciar el efecto de la acetilacion sobre las principales propiedades de la BNC que
son determinantes para la preparacion de materiales compuestos con matrices

poliméricas hidrofébicas.

3.2.3 Analisis estructural por FTIR

El espectro de FTIR de la BNC nativa se presenta en la Figura 3.7. En el
espectro se observan las sefiales caracteristicas de la celulosa: estiramiento del enlace
O-H de los grupos hidroxilo (banda ancha en la region de 3600-3000 cm™),
estiramiento del enlace C—H (2895 cm™), flexion simétrica del enlace CH, (1430 cm
1, flexion del enlace C-H (1368 cm™), flexion en el plano de los grupos OH (1333
cm™), flexion tijera correspondiente a la union C—O-C del enlace glicosidico (1170—
1060 cm™) y la banda tipica de polimeros de glucosa con enlace tipo B (898 cm™).
Por tultimo, la sefial observada a 1645 cm™, se asigno a la flexion de los enlaces
H-O-H del agua absorbida del ambiente por la celulosa (Castro et al., 2011;
Cerrutti et al., 2016; Rani et al., 2011; Vazquez et al., 2013).
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Figura 3.7 Espectro FTIR de BNC nativa.

La Figura 3.8 muestra comparativamente los espectros de la BNC nativa y de
la BNC acetilada con cada uno de los catalizadores ensayados. Como se observa en
la Figura, los espectros de las BNC derivatizadas presentaron las sefales
caracteristicas de los grupos éster (estiramientos del grupo carbonilo C=0 y del
enlace carbono S,2 -0, 1741 cm™ y 1236 cm™, respectivamente), confirmando que la
reaccion de acetilacion ocurrid, en concordancia con los espectros de RMN
presentados en la Seccidon anterior. Estos resultados son similares a los obtenidos por
otros autores que acetilaron nanofibras de celulosa mediante otras metodologias, en
las cuales informaron estas mismas bandas aproximadamente entre 1750 cm™-1740
cm” para el C=0 y 1240 cm™-1235 cm™ para el carbono S,2 —-O (C-O) (Ashori,
Babaee, Jonoobi, & Hamzed, 2014; Kim et al, 2002; Li et al., 2009; Zhou et al.,
2016). Por otra parte, en el espectro de la BNC acetilada con acido citrico (Figura
3.8d) se observa una pequefia banda adicional en <1852 cm™, que puede relacionarse
con la presencia de pequefias cantidades de algun anhidrido ciclico de &cido citrico
que haya quedado adsorbido en el producto de reaccién (Yang & Wang, 1996). La
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baja absorbancia de esas sefiales y el hecho que no se hayan observado las sefiales
caracteristicas del citrico en los espectros de RMN presentados en la Seccion anterior,
demuestra que la cantidad de anhidrido presente debe ser muy pequena y, por lo

tanto, se descarta que pueda influir en las propiedades de la BNC acetilada.

Absorbancia (u.a.)
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Figura 3.8 Espectros FTIR de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada con acido lactico
(GS=0,42+£0,03), (c¢) BNC acetilada con acido (L)-tartarico (GS= 0,56+0,03), (d)
BNC acetilada con acido citrico (GS= 0,90%0,02).

Las sefales caracteristicas del producto acetilado (1741 y 1236 cm™) se
observaron claramente en todos los espectros de la BNC acetilada con los diferentes
catalizadores. Sin embargo, la intensidad de esas seflales no aumentd
proporcionalmente al aumento del GS y, por este motivo, el estudio se utilizé solo
como evidencia cualitativa de la acetilacién. Debido a la fuerte agregacion que sufre

la BNC durante el secado después de un proceso extensivo de molienda, solo se
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pueden llevar las muestras a pequefas escamas apreciables a simple vista en las
pastillas de KBr. La heterogeneidad de las pastillas de KBr utilizadas en la medida
muy probablemente sea el motivo por el cual las determinaciones no tienen validez

para un analisis cuantitativo.

3.2.4 Estudio morfologico por FESEM

Una vez confirmada la acetilacion de la BNC se evaluo la apariencia de las
nanofibras mediante micrografias de FESEM. Las imagenes tomadas para la BNC
nativa (Figura 3.9a) evidenciaron nanofibras continuas con forma de cinta de secciéon
transversal rectangular y que tienden a retorcerse sobre si mismas. Estas cintas tienen
anchos comprendidos entre 40—-60 nm y son de longitud micrométrica en acuerdo a
la bibliografia (Hirai et al., 1998). Como se observa, las nanofibras tienden a
agregarse debido a la alta densidad de grupos hidroxilos superficiales. En la misma
Figura, se presentan comparativamente las imagenes de la BNC acetilada con los tres

catalizadores a-hidroxiacidos.

Al evaluar las imagenes de FESEM de todas las muestras derivatizadas
(Figura 3.9b-d), se evidencié que la estructura fibrosa de las nanofibras y su
apariencia lisa se preservaron satisfactoriamente durante el tratamiento, aun a pesar
de haber llevado a cabo la reaccién en un tiempo considerable de 7h. No se
evidenciaron tampoco diferencias significativas en el aspecto de las nanofibras
acetiladas con los diferentes catalizadores ensayados. Otros autores han observado
resultados similares para GS cercanos a los aqui medidos utilizando otras
metodologias de acetilacion. Por ejemplo, Ifuku y colaboradores informaron que en
la acetilacion de BNC con anhidrido acético hasta GS cercanos a 0,45, la apariencia
de las nanofibras era similar a la de la BNC nativa (Ifuku et al., 2007). Sin embargo,
para GS mucho mas altos como 1,55, habia un incremento notorio en el volumen de
las nanofibras que los autores asociaron con la introduccion de los grupos éster en el
interior de las nanofibras y no so6lo en su superficie. Por otro lado, en la acetilacién
con anhidrido acético catalizada con yodo llevada a cabo por Hu y colaboradores,
cuando el GS fue superior a 0,63 los autores observaron ligeras rugosidades en las

nanocintas que aumentaban con el GS, y que adjudicaron a cambios estructurales
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relacionados con grupos acetilo incorporados mas alla de la superficie de la celulosa

(Hu et al., 2011).

Figura 3.9 Micrografias de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada con 4cido lactico
(GS=10,42%0,03), (c) BNC acetilada con acido (L)-tartarico (GS= 0,56x0,03), (d)
BNC acetilada con acido citrico (GS= 0,90%0,02).

3.2.5 Estudio de cristalinidad por DRX

La BNC se caracteriza por su elevada resistencia y rigidez, lo que la vuelve un
sustrato que reviste gran interés para su uso como refuerzo de matrices poliméricas.
En este contexto, cuando se requiere derivatizar la BNC para mejorar, por ejemplo,
su compatibilidad con una matriz hidrofébica, se espera no modificar la estructura
cristalina de la celulosa con el fin de no afectar sus destacadas propiedades mecanicas
intrinsecas. En este sentido, se evalian en esta Seccion los posibles cambios en la
cristalinidad de la BNC como consecuencia de la acetilacion en presencia de los

diferentes a-hidroxiacidos ensayados como catalizadores.

Inicialmente, se adquirio el patron de difraccion de rayos X de la BNC nativa

(Figura 3.10). Como se observa, el patron corresponde al polimorfismo tipo Ia de la
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celulosa que, como se menciono en la Seccidon 1.1.2, es la configuracion cristalina
tipica producida naturalmente por bacterias y que corresponde a una estructura
triclinica dominante (Moon et al., 2011). Las sefiales observadas se centraron en 26=
14,4° (101), 16,7° (10-1), 20,1° (021), 22,5° (002), y 34,4° (040), habiéndose indicado
entre paréntesis el plano cristalino correspondiente para celulosa I (Johnson Ford,

Mendon, Thames, & Rawlins, 2010).

(002)

Intensidad (u.a.)

10 15 20 25 30 35 40 45
20

Figura 3.10 Patrén de DRX de BNC nativa.

En la Figura 3.11 se comparan los difractogramas de la BNC acetilada con
los tres a-hidroxidcidos evaluados con el correspondiente a la BNC nativa. Como se
observa, todos los patrones de difraccion de las muestras acetiladas son similares al
del polimero nativo, no observandose picos adicionales ni corrimientos significativos
de ninguno de los picos o variaciones significativas en su intensidad. Lo anterior
sugiere cualitativamente que no hubo una alteracion significativa de la estructura

cristalina de la BNC producto de la acetilacion.
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Figura 3.11 Patrones de DRX de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada con acido
lactico (GS= 0,42£0,03), (c) BNC acetilada con acido (L)—tartarico (GS=
0,56%0,03), (d) BNC acetilada con acido citrico (GS= 0,90+0,02).

En la bibliografia pueden hallarse diferentes métodos para estimar un indice
de cristalinidad de la BNC a partir de su difractograma de rayos X (Park et al., 2010).
Uno de los métodos mas utilizados es el método empirico de Segal descripto en la
Seccion 2.5.8 (Segal et al., 1959). Este es un método empirico muy sencillo y rapido
que se utiliza con frecuencia para comparar diferencias relativas entre muestras de
celulosa tipo I. El mismo relaciona tnicamente la intensidad méxima del principal
plano cristalino (Iy;) y un valor de 20 asociado por Segal al area amorfa (Iny). Las
limitaciones del método estan asociadas a la falta de patrones de celulosa apropiados
para calibrar la medicion, la falta de certeza para estimar el punto maximo del area
amorfa y la exclusién en la determinacién de otras contribuciones cristalinas (Park

et al, 2010). Sin embargo, el método es muy util para realizar comparaciones y es el
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procedimiento mas ampliamente utilizado para BNC. Los ICr calculados se

incluyeron en los difractogramas de las muestras.

Como se observa en la Figura 3.11, la BNC nativa tiene una alta proporcion
de dominios cristalinos que, de acuerdo con la ecuacion de Segal, corresponden a un
ICr de 90%. Este valor elevado es caracteristico de la nanocelulosa de origen
bacteriano y superior al de otros tipos de nanocelulosas. Por otra parte, los valores
de ICr obtenidos para la BNC acetilada con 4cido lactico y acido (L)-tartarico fueron
de 88 y 86% respectivamente, indicando que no hubo una alteracion significativa de
la cristalinidad en la acetilacion con estos catalizadores. Por otra parte, para la
muestra acetilada con acido citrico el ICr calculado fue un poco menor (80%),

aunque en ninguno de los casos, la reduccién de cristalinidad super6 el 10%.

Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones elegidas y dentro del
intervalo de tiempo de reaccion estudiado, la acetilacion involucrd esencialmente los
grupos hidroxilo expuestos en la superficie de las nanocintas y/o los que se
encuentran en las regiones amorfas de la BNC, sin afectar la ultraestructura de las
nanofibras. Estos resultados son congruentes con la apariencia morfologica de las

nanofibras que se estudié previamente mediante FESEM en la Seccion 3.2.4.

Estudios previos de otros autores que acetilaron BNC por otras metodologias
hasta GS similares a los alcanzados en esta Seccidn, también confirmaron el caracter
predominantemente superficial de la acetilacién. Por ejemplo, Yamamoto y
colaboradores, informaron que los patrones de difraccion de la BNC acetilada
usando acido perclérico como catalizador en un medio de reaccion de anhidrido
acético/acetato de amilo, sugerian alteraciones significativas en la cristalinidad de la
BNC a partir de un GS de 1,0; mientras que por debajo de este valor de GS la
acetilacion fue preferentemente superficial (Yamamoto et al., 2006). En otro sistema
también catalizado con acido perclorico, pero en un medio de reaccion de acido
acético/tolueno/anhidrido acético, los autores demostraron que el patron de
difraccion de la muestra de BNC con GS de 0,45 fue similar al obtenido para la BNC
nativa, lo que se atribuy6 a una acetilacion preferencialmente superficial de la
celulosa. En cambio, para GS superiores (0,95 y 1,55) los resultados de estos autores
evidenciaron cambios significativos en los difractogramas que fueron asociados con

cambios de la estructura cristalina de la celulosa (Ifuku et al., 2007). Por otra parte,
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en la acetilacion de BNC con acido acético catalizada con cloruro p-toluensulfénico
desarrollada por Lee y colaboradores, los autores informaron un ICr determinado
mediante la ecuacion de Segal para la BNC acetilada de 83,2 % respecto a un 90,2%
para la BNC nativa (Lee et al., 2011). Los autores consideraron que esta disminuciéon
en el ICr no fue lo suficientemente significativa y que la acetilacion fue superficial.
Por ultimo, en la acetilaciéon de BNC con anhidrido acético catalizada con yodo
implementada por Hu y colaboradores, se informo6 que las muestras obtenidas con
GS 0,45 y 0,65 mantuvieron su estructura cristalina después de la acetilacion (Hu et
al., 2011). Sin embargo, cuando se alcanzaron valores de GS de 1,75 y 1,98, la
acetilacion ya no fue solamente un fendmeno superficial ya que se evidenciaron

cambios significativos en los patrones de difraccion de rayos X de los productos.

El caracter preferentemente superficial de la acetilacion de BNC alcanzado
con la ruta propuesta en esta Tesis bajo las condiciones estudiadas utilizando los
diferentes catalizadores a—hidroxidcidos resulta interesante en vista del uso de las

nanofibras como refuerzo de materiales compuestos.

3.2.6 Analisis del cambio de polaridad inducido

3.2.6.1 Angulo de contacto

Como un indicador del cambio en la hidrofilicidad de las nanofibras de
celulosa bacteriana como consecuencia de la acetilacidon, se realizaron mediciones
del angulo de contacto en equilibrio sobre peliculas secas de BNC con distinto GS.
Las imagenes de las muestras utilizadas para determinar el angulo de contacto a los

60 s se muestran en la Figura 3.12.
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Figura 3.12 Imagenes de gotas de agua usadas para determinar el angulo de

contacto en el equilibrio a los 60 s de: (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada con 4cido
lactico (GS= 0,42£0,03), (c) BNC acetilada con acido (L)—tartarico (GS=
0,56%0,03), (d) BNC acetilada con acido citrico (GS= 0,90£0,02).
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Figura 3.13 Evolucién del angulo de contacto en el equilibrio a los 60 s en funcién

del grado de sustitucion de BNC.
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Como se puede observar en la Figura 3.13, el angulo de contacto promedio
vari6 significativamente en funcion del grado de sustitucion de la BNC. Para la BNC
nativa el angulo de contacto fue de 36°x1, un valor relativamente bajo debido a su
reconocida hidrofilicidad. Por el contrario, como una clara evidencia de la
disminucion de la polaridad de la BNC como consecuencia de la acetilacion, los
angulos de contacto para las muestras acetiladas con GS comprendidos entre
0,42+0,03 y 0,90+0,02, aumentaron significativamente (57°t3 y 86°%5

respectivamente) con respecto al observado para BNC nativa.

Como evidencia cualitativa adicional del incremento de la reduccion de
polaridad de las BNC acetiladas obtenidas, se midi6 el tiempo requerido para la
absorcion completa de una gota de agua en peliculas de nanocelulosa con diferentes
GS. Como se observa en la Tabla 3.1, se observo un aumento significativo entre la
celulosa nativa y la acetilada, observandose luego pequefios aumentos del tiempo

con el aumento del GS.

GS Tiempo (min)
0 (nativa) 2515
0,42+0,03 70£8
0,56+0,03 7418
0,90%0,02 8319

Tabla 3.1 Resultados del ensayo de absorcion de agua para BNC nativa y BNC
acetilada con 4cido lactico (GS= 0,42+0,03), con acido (L)—tartarico (GS=
0,56%0,03) y con acido citrico (GS= 0,90%0,02).

84



3.2.6.2 Dispersabilidad en solventes

La alta hidrofilicidad de la celulosa limita no solo su uso en materiales
compuestos de matriz hidrofébica, sino también su dispersion en medios liquidos no
polares. Por tal motivo, como un ensayo adicional orientado a confirmar el cambio
en la hidrofilicidad de las nanofibras al ser acetiladas, se prepararon dispersiones en
solventes de polaridad decreciente como se describié en la Seccion 2.5.13, y se
evaluo la dispersabilidad de la BNC nativa y la BNC acetilada con el menor GS
(0,42£0,03) en cada uno de ellos. Los solventes utilizados en escala descendente de
polaridad fueron: Agua (IP: 10,2), acetona (IP: 5,1), diclorometano (IP: 3,1) y éter
de petréleo (IP: 0,1); donde IP es el indice de polaridad.

Figura 3.14 Dispersabilidad en diferentes solventes al tiempo inicial y luego de 72 h
en reposo para BNC nativa y acetilada (GS= 0,42%+0,03). (a) BNC nativa, 0 h; (b)
BNC acetilada, 0 h; (c) BNC nativa, 72 h; (d) BNC acetilada, 72 h. (I: agua, II:

acetona, III: diclorometano, IV: éter de petréleo).

En la Figura 3.14 se ilustra la apariencia inicial y después de transcurridas 72
h de las dispersiones de BNC nativa y acetilada con GS= 0,42+0,03. Como se

muestra en la Figura 3.14a, la BNC nativa se dispersé facilmente en agua y acetona,

85



mientras que en diclorometano y en éter de petréleo tuvo lugar una rapida
sedimentacion de la BNC. Por el contrario, la BNC acetilada sediment6 lentamente
en agua, y se disperso significativamente en acetona y diclorometano (Figura 3.14b).
En cuanto a las dispersiones en éter de petroleo, tanto la BNC nativa como la
acetilada mostraron el mismo patrén de incompatibilidad, dada la extremadamente
baja polaridad del medio. Por ultimo, la inspeccidén ocular de todas las suspensiones
luego de 72 h en reposo (Figuras 3.14c-d) demostro la estabilidad de las suspensiones
y confirm6 el cambio en la polaridad de las nanofibras de celulosa como

consecuencia de la acetilacion.

3.3 Conclusiones del Capitulo 3

En este Capitulo se exploro la reaccion de acetilacion de nanocelulosa de
origen bacteriano catalizada por tres catalizadores a—hidroxiacidos de origen natural
(acidos, lactico, (L)-tartarico y citrico), bajo condiciones libres de cosolventes y a
presion atmosférica. Los tres catalizadores resultaron activos obteniéndose a las 7 h

de reaccion productos con GS comprendidos en el rango de 0,42+0,03 a 0,90£0,02.

Las técnicas de caracterizacion de C RMN vy FTIR confirmaron la
acetilacion. Los ensayos de DRX y FESEM demostraron que la cristalinidad y la
morfologia de las nanofibras no presentaron cambios significativos, lo que se
consider6 una evidencia de que la modificacion fue mayoritariamente superficial.
Finalmente, la medicion de los angulos de contacto y los estudios de dispersion en
solventes orgdnicos de las nanofibras derivatizadas permitieron corroborar que el
grado de acetilacion obtenido fue suficiente para lograr una reduccién significativa

de la polaridad de la BNC.

Estos resultados alentaron un estudio mas profundo de las oportunidades que
ofrece la ruta para modular la polaridad de la BNC para aplicaciones que asi lo
requieran. Debido a que el acido citrico fue el a-hidroxidcido con el que se alcanzo
el valor de sustitucion mas alto de la BNC al tiempo fijo elegido, se seleccioné este

catalizador para continuar los ensayos que se describen en los posteriores Capitulos.
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4. Acetilacion de BNC catalizada con acido
citrico: Estudio de variables del proceso

A partir del estudio exploratorio realizado en el Capitulo anterior, y habiendo
confirmado que el método de acetilacion catalizado con a-hidroxidcidos adaptado de
la bibliografia efectivamente permite acetilar nanocelulosa bacteriana sin presencia
significativa de productos secundarios, en el presente Capitulo se estudia como las
condiciones de reaccion (carga de catalizador, temperatura y tiempo) pueden variarse
para modular el nivel de GS conferido a la BNC. Ademds, se evalua el impacto de las
etapas de preacondicionamiento de la BNC en el GS conferido al producto final.
Finalmente, se propone también una primera etapa de escalado del sistema a fines de

aumentar la produccion de BNC acetilada que sera utilizada en el Capitulo 6 como

refuerzo del PLA.

Los materiales obtenidos con GS variable se caracterizaron mediante las

técnicas ya descriptas en el Capitulo 3.
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4.1 Introduccion

Cuando la nanocelulosa se derivatiza mediante reacciones de esterificacion,
el grado de sustitucidén (GS) y la estructura del resto hidrocarbonado de los grupos
éster determinan las propiedades del producto. Como se mencion6 en el Capitulo
anterior, la esterificacién, ademas de modificar la polaridad del material, puede
afectar su cristalinidad y estabilidad térmica, entre otras propiedades que son clave
cuando la nanocelulosa va a ser usada como refuerzo de matrices poliméricas. Como
se discutid previamente, el grado de cristalinidad del refuerzo condiciona las
propiedades mecanicas del producto final, mientras que su estabilidad térmica
condiciona tanto el procesamiento al que puede ser sometido el material compuesto

como sus posibles aplicaciones (Berglund & Peijs, 2010).

En el Capitulo 3 se compar¢ la utilidad de tres hidroxidcidos diferentes como
catalizadores de la acetilacion sin cosolventes agregados de BNC, comprobandose
que el acido citrico era el que presentaba mayor actividad sin evidencias de la
presencia de productos secundarios. Por estos motivos, se selecciono el dcido citrico

para todos los posteriores estudios.

En este Capitulo de la Tesis se presenta un estudio del efecto de las variables
de reaccion (tiempo, temperatura y carga del catalizador) sobre el GS conferido a 1a
BNC, con el objetivo de evaluar la versatilidad de la ruta y determinar cémo puede
manipularse el nivel de modificacién conferido a la BNC en funcién del
requerimiento de cada aplicacién. También se presenta un primer escalado de la
reaccion de esterificacion catalizada por acido citrico con la combinacion de

variables de reaccion seleccionada en base al estudio de variables realizado.
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4.2 Resultados y discusion

4.2.1 Estudio del preacondicionamiento de la BNC en el GS alcanzado

Como se detall6 en la Introduccion general, la estructura quimica de la
celulosa tiene tres grupos hidroxilo por cada unidad de anhidroglucosa (UAG), lo
que la hace altamente hidrofilica y promueve la formacion de numerosos puentes de
hidrogeno intra e intermoleculares. Esta es la razon por la que, cuando se deshidrata
la celulosa, puede promoverse su hornificacion, término que hace referencia a su

agregacion irreversible (Fernandes Diniz et al., 2004).

Sin embargo, para la esterificacion de la BNC que proviene de un medio
acuoso (ver Seccion 1.3.1), resulta imprescindible remover el agua remanente en la
suspension de nanofibras, ya que la misma hidrolizaria el anhidrido acético (que es
el agente acilante) a su acido correspondiente (Figura 4.1). Ademas, los grupos
acetatos formados en el proceso de acetilacion de la celulosa podrian hidrolizarse en

presencia de agua revirtiendo total o parcialmente la reaccion (Figura 4.1).

o) o o]
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— 2
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Figura 4.1 Hidrdlisis del anhidrido acético y de la celulosa esterificada en presencia

de agua.
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Para la remocion del agua de la suspension de BNC el secado por calor y la
liofilizaciéon no son buenas opciones por inducir la agregacion irreversible de las
nanofibras, mientras que el secado por el método del punto supercritico (CO,)
(Cunha et al., 2014) requiere de equipamiento costoso y de dificil acceso. Por el
contrario, el desplazamiento del agua con otros solventes miscibles sin necesidad de
secar la nanocelulosa es una alternativa sencilla, factible de ser implementada y una
de las estrategias de remocion del agua de la celulosa mas habitualmente utilizadas

(Kim et al., 2002; Lee et al., 2009).

La Tabla 4.1 resume el efecto del preacondicionamiento de la BNC por
intercambios de solvente sobre el GS alcanzado a las 3 h de reaccidén, en las
condiciones explicitadas en el pie de la Tabla. Analizando los datos de la Tabla,
resulta obvia la relevancia del intercambio de solventes para el éxito de la reaccién
de esterificacion. Dado que los mejores resultados se obtuvieron cuando el
intercambio de solventes se realizd hasta el anhidrido acético, se adoptd este

procedimiento para todos los estudios posteriores que se presentan en esta Tesis.

Intercambios de solvente GS
Sin intercambios 0
2 intercambios a acido acético (40 mL, 10 min). (Capitulo 3) 0,40£0,02

2 intercambios a acido acético (40 mL, 10 min) y 2 intercambios a | 0,73+0,01

anhidrido acético (40 mL, 10 min).

Tabla 4.1 Efecto de los intercambios de solvente sobre el GS de la BNC acetilada
(1,01 mmol acido citrico/mmol UAG, 120°C y 3 h).

4.2.2 Evaluacion de las condiciones de reaccion

A los efectos de evaluar el efecto de la carga de catalizador en el GS conferido

ala BNC, la carga de 4cido citrico se vario en el rango de 0,08 a 1,01 mmol de acido
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citrico/mmol de UAG. En la Figura 4.2 se muestran los resultados obtenidos. Como
se puede observar en la Figura, variando la cantidad de catalizador se puedo modular
el GS de la BNC en el rango de 0,36£0,01 a 0,73£0,01. Los valores del GS fueron

siempre superiores a la reaccion no catalizada (GS = 0,21+0,01).

1,0

00 120°C,3h

0,8

i

0,7

=

0,6

3 gl

0,5

GS
>

0,4 H

3 gl

0,3

i

0,2 +

0,1 -

0,0

T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0 1,1

Carga de catalizador (mmol/mmol UAG)

Figura 4.2 Efecto de la carga de catalizador (120°C, 3 h).

En funcion de los resultados obtenidos, e interesados en disminuir la carga de
catalizador para reducir el costo del proceso, se seleccioné una carga de catalizador
intermedia de 0,34 mmol acido citrico/mmol UAG para evaluar el efecto de la

temperatura (Figura 4.3) y el tiempo de reaccion (Figura 4.4).

Otra variable importante que impacta directamente en el consumo energético
y, por lo tanto, en el costo del proceso, es la temperatura. En la Figura 4.3 se resume
el estudio del efecto de la temperatura sobre el GS conferido a la BNC, usando una
carga de catalizador de 0,34 mmol acido citrico/mmol UAG y fijando el tiempo de
reaccion en 3h. El rango de temperatura estudiado abarcé el intervalo entre 90 y

140°C.
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Como se puede observar en la Figura, la variacion de la temperatura permitiod
modular el GS en un rango entre 0,20%£0.02 y 0,78+0,02. A 140 °C se obtuvo un
producto con un GS de 0,78%0,02, similar al GS obtenido cuando la carga del
catalizador fue de 1,01 mmol acido citrico/mmol UAG, en vez de 0,34 como en este
caso. De este modo, el aumento de 20°C en la temperatura compens6 la menor
cantidad de catalizador utilizada. Este resultado muestra la versatilidad de la
metodologia propuesta que permite obtener resultados similares utilizando diferentes

combinaciones de parametros de acuerdo con la conveniencia del caso.

1,0
0,9 - 0,34 mmol/mmol UAG, 3 h

0,8 - A

0,7

g

0,6
0,5
0,4 H i

0,3

0,1 +

0,0

I I I I I
90 100 110 120 130 140
Temperatura (°C)

Figura 4.3 Efecto de la temperatura de reaccion (0,34 mmol acido citrico/mmol
UAG, 3 h).

Para evaluar el efecto del tiempo de reaccion en la evolucion del GS de la
BNC, se establecié una temperatura de trabajo de 120°C y se vari6 el tiempo de
reaccion entre 0,5 y 7 h. Los resultados se resumen en la Figura 4.4. Los valores de
GS obtenidos para el intervalo de tiempo en estudio estuvieron comprendidos entre

0,25+0,02 y 0,72£0,03. Los resultados muestran que para compensar una
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disminucion de la temperatura de 20° C (de 140 a 120°C) se requirié aumentar el
tiempo de reaccion en 4 h, dado que a 140° C se obtuvo celulosa acetilada con un GS
de 0,78+0,02 a las 3 h; mientras que, a 120°C, ese valor aproximado de GS se alcanz6
recién a las 7 h de reaccion. En el caso de la reaccidn no catalizada no se observod

variacion del GS (20,2110,01) luego de la primera hora de reaccion.

1,0
0.9 0,34 mmol/mmol UAG
7 <4 Reaccidn no catalizada
0,8 - 120°C
0,7 1 . *
0,6 - ¢
0,5 4 ¢
% ¢
O a4 - ¢
0,3 -
() .
0,2 4 < 4 <
0,1 -
004 e
I I I I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (h)

Figura 4.4 Efecto del tiempo de reaccion (0,34 mmol acido citrico/mmol UAG,
120°C).

En conclusion, los resultados obtenidos que se resumen en las Figuras 4.2 a
4.4, dejan en evidencia que la ruta catalizada por acido citrico es lo suficientemente
flexible para modular el GS de la BNC en el intervalo de ~0,2 a 0,8 con variadas
combinaciones de tiempo, temperatura y carga del catalizador. Es importante
destacar que, como se describid previamente, este intervalo de GS es el que se
pretende alcanzar para que la acetilaciéon de las nanofibras sea prioritariamente
superficial (Agustin et al., 2016; Agustin et al., 2017; Avila Ramirez et al., 2014;
Ifuku et al., 2007; Kim et al., 2002).
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4.2.3 Caracterizacion de productos con GS variable

La modulacién de las condiciones de reaccion permitio regular el GS de la
BNC en el rango de interés. Una vez obtenidas las muestras de BNC acetiladas se
utilizaron las técnicas de >C RMN en estado solido y FTIR para comprobar el éxito
de la reaccion de acetilacion. Por otra parte, para evaluar el impacto de la
modificacién sobre las propiedades de la BNC, se analizé la morfologia, la
cristalinidad y la estabilidad térmica de las nanofibras mediante FESEM, DRX y

TGA, respectivamente.

4.2.3.1 Analisis estructural por RMIN

Se compararon los espectros de RMN de la BNC nativa y de tres muestras de
BNC acetilada de diferentes GS (GS= 0,25%0,02; 0,47£0,01; 0,72%0,03) (Figura
4.5).

C2-C3-C5

GS=0,72%0,03

GS=0,47+0,01

GS=0,25+0,02

BNC nativa

.......... RAAAALAAAAI LR L L L L L L
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Figura 4.5 Espectros de CP/MAS-"C RMN de BNC nativa y acetiladas con GS

variable.

En el espectro de la BNC nativa se observaron las sefales caracteristicas de
los carbonos de la celulosa, que se detallaron anteriormente en la Seccion 3.2.2. Por
otra parte, en los espectros de *C RMN de las muestras derivatizadas, se observaron
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las sefiales a 21 ppm y a 171-173 ppm correspondientes a los carbonos de los grupos
metilos CHj; y al grupo carbonilo C=0 de los acetatos (Tabla 4.2), respectivamente,
que confirmaron la acetilacién de las muestras analizadas. Se observo también un
crecimiento paulatino de la intensidad de estas sefiales a medida que aumentaba el
GS, y no hubo evidencia de la presencia en la muestra de acido citrico o sus ésteres.
Ademas, en los espectros de las muestras acetiladas se observo la presencia de un
hombro en la sefial asignada al C-1 de la celulosa a ~101,2 ppm (C1'), cuya intensidad
se incremento6 con el aumento del GS. Esta sefial se hizo mucho mas evidente en el
espectro de la muestra con GS de 0,72£0,03, y fue atribuida a un leve corrimiento
del desplazamiento quimico del carbono anomérico (C1), debido a la acetilacién de
los grupos hidroxilos vecinos en las posiciones C2 y C6 que modifican su sistema de
puentes de hidrogeno. Algunos autores han relacionado la observacion de esta sefial
con un mayor contenido de componente amorfo (Berlioz et al., 2009; Jandura et

al., 2000; Uschanov, Johansson, Mannu, & Laine, 2011).

Muestra C=0 C1 Cr' C4 | C&4 Cluster Cé6 | C6' | CH;
C2-C3-C5

BNC nativa | -------- 105,1 | - 89,1 | 84,1 |797-685 |653 |627 |-

GS=0,25%+0,02 | 173,1 | 1055 |102,2 |89,3 |84,3 |79,7—-69,3|656 |633 |21.2

GS=0,47+0,01 | 171,5 | 1054 |101,4 |89,3 |84,0 |796-69,3|657 |61,8 |21,0

GS=0,72+0,03 | 171,0 | 1054 |101,4 |89,2 |838 |795-68,5|656 |61,2 |208

Tabla 4.2 Asignaciones de los espectros de CP/MAS-"C RMN de BNC nativa y

acetiladas con GS variable.

4.2.3.2 Andlisis estructural por FTIR

En la Figura 4.6 se muestran los espectros FTIR de la BNC nativa y acetilada

con distintos grados de sustitucion. Las muestras analizadas fueron seleccionadas del
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estudio del efecto del tiempo en el GS alcanzado. En todos los espectros se
observaron las sefiales caracteristicas de la celulosa nativa (ver Seccion 3.2.3), y en
el caso de las muestras acetiladas se observaron también las dos nuevas sefiales
correspondientes a los grupos éster introducidos (1745 cm™ asociada al estiramiento
del grupo carbonilo C=0, y 1243 cm™ atribuida al estiramiento del carbono S,2-O del

grupo acetato).

GS= 0,72+0,03
GS= 0,630,02
GS= 0,47+0,01

GS= 0,38+0,01

Absorbancia (u.a.)

GS=0,25+0,02

BNC nativa

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm_l)

Figura 4.6 Espectro FTIR de BNC nativa y acetiladas con GS variable.

4.2.3.3 Estudio morfolégico por FESEM

Para el andlisis morfologico de las nanofibras se seleccionaron muestras de
BNC acetilada bajo las diferentes condiciones de reaccion evaluadas (tiempo, carga
de catalizador y temperatura) y se compararon con la micrografia de la BNC nativa

para evidenciar posibles cambios. Las micrografias de FESEM de las BNC nativa y
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acetiladas en un rango de GS de entre 0,25+0,02 y 0,78+0,02, se reunen en la Figura
4.7.

Como se detall6 en la Seccion 3.2.4, la BNC nativa (Figura 4.7a) muestra
una apariencia tipica de una red de nanocintas entrelazadas, con anchos
comprendidos entre 20—80 nm y longitudes que en bibliografia se indican entre 1-9
um (Hirai et al., 1998). Por otra parte, en las muestras acetiladas en el rango de GS
de entre 0,25%+0,02 y 0,72%0,03 (Figura 4.7b-f) la morfologia y las dimensiones de
las nanofibras se conservaron significativamente. Por ejemplo, el ancho promedio
obtenido a partir de 40 mediciones para la BNC nativa fue de 33+3 nm, y para la
BNC acetilada con un GS de 0,7220,03 fue de 332 nm. Al comparar las
micrografias no se evidenciaron dafios visibles en la superficie fibrilar, preservandose

la seccion transversal rectangular y la estructura fibrosa tipica de la BNC.

Adicionalmente, se tomaron micrografias de la BNC acetilada con la méxima
carga de catalizador (1,01 mmol/mmol UAG) (Figura 4.7g), vy a la mayor
temperatura de reaccion (140°C) (Figura 4.7h), con GS de 0,73£0,01 y 0,78%0,02,
respectivamente. Al comparar estas micrografias con la obtenida para BNC acetilada
durante 7h de reaccién (GS= 0,72£0,03) con menor carga de catalizador y a menor
temperatura (Figura 4.7f) se observd que en estas condiciones la morfologia de las

nanofibras de celulosa también se conservé significativamente.
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Figura 4.7 Micrografias de BNC (a) nativa, (b-h) acetiladas con GS variable.
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4.2.3.4 Estudio de cristalinidad por DRX

Se estudié mediante difraccion de rayos X la cristalinidad de las muestras
acetiladas en presencia de acido citrico y con GS creciente como consecuencia de la
variacion del tiempo de reaccion (Figura 4.8). La BNC nativa, como ya se detallé en
secciones previas, tiene una estructura tipica de celulosa tipo I con planos de
difraccion bien definidos centrados a 20= 14,4° (101), 16,7° (10-1), 20,1° (021), 22,5°
(002), y 34,4° (040) (Johnson Ford et al., 2010). Después de la acetilacion, los
difractogramas de la BNC evidenciaron los mismos picos distintivos de la BNC

nativa sin cambios significativos.

(002) (040)

/

ICr= 86%, GS 0,72+0,03 (f)

(101)(10i)

ICr= 86%, GS 0,630,022 (e)

ICr= 88%, GS 0,47+0,01 (d)

Intensidad (u.a.)

ICr= 90%, GS 0,38+0,01 (c)

ICr= 90%, GS 0,25+0,02 (b)

ICr =90% (a)

st

T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

260 (°)

Figura 4.8 Patrones de DRX de (a) BNC nativa, (b-f) BNC acetiladas con GS

variable.

En términos cuantitativos, se determiné el indice de cristalinidad relativo
(ICr) mediante el método empirico de Segal (Segal et al., 1959) (Seccion 2.6.8). Los

valores de ICr obtenidos indicaron que, al igual que se observd en el ensayo
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exploratorio con los diferentes catalizadores o-hidroxidcidos, en las muestras
obtenidas no hubo una reduccion significativa en la cristalinidad de las nanofibras.
Para BNC acetilada con un GS de 0,47%0,01 (ICr= 88%) la reduccién del ICr fue
solamente del =2% respecto a la BNC nativa (ICr= 90%), y para muestras con GS
mucho mas altos (0,63£0,02 y 0,7210,03) (ICr= 86%) la reduccidon maxima fue del
5%. Esta ligera variacion de los ICr con la acetilacién confirm6 nuevamente que la
derivatizacion hasta un GS de 0,72%0,03 incluy6 fundamentalmente los grupos OH
superficiales o los dominios desordenados de la BNC, y no afect6 significativamente

su ultraestructura.

GS 0,78%0,02, 3 h, 140 °C
0,34 mmol dcido citrico/mmol UAG

GS 0,7310,01, 3 h, 120 °C
1,01 mmol acido citrico/mmol UAG

Intensidad (u.a.)

GS 0,72+0,03, 7 h, 120 °C
0,34 mmol dacido citrico/mmol UAG

T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

26 (°)

Figura 4.9 Patrones de DRX de muestras de BNC acetiladas con GS similares

utilizando mediante diferentes condiciones de reaccidn.

Finalmente, en forma analoga al estudio morfologico realizado previamente
mediante FESEM para muestras acetiladas con los mayores GS en distintas
condiciones de reaccion, se determinaron los patrones de difraccion de rayos X de

las muestras acetiladas a la maxima temperatura y carga de catalizador ensayadas
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(GS=0,73£0,01 y 0,78%0,02, respectivamente). En la Figura 4.9 se comparan sus
patrones con el de la BNC acetilada por mayor tiempo de reaccion con GS similar (7
h, GS= 0,72+0,03) (Figura 4.9). Los resultados no evidenciaron cambios
significativos en los patrones de difraccidn relacionados con la variable de reaccidén

utilizada para modular el GS, y las condiciones de esterificacion utilizadas.

4.2.3.5 Propiedades térmicas por TGA

El impacto de la acetilacidn sobre la estabilidad térmica de la BNC se evalu6
mediante termogravimetria. En primer lugar, se ilustra como referencia la
determinacién de los parametros térmicos caracteristicos para la BNC nativa (Tmaxy

Tonset) .

Las curvas de pérdida de masa en funcién de la temperatura (TG) y su
correspondiente curva de DTG (primera derivada de la curva de TG) evidenciaron
dos pérdidas de peso significativas para la BNC nativa (Figura 4.10). Las mismas se
tradujeron en picos en los graficos de DTG atribuibles a la deshidratacion inicial de
las muestras (pequefia pérdida de masa observada entre la temperatura ambiente y
~130°C) y a la descomposicion de la celulosa. La temperatura de velocidad méaxima
de descomposicion (Tmax) de la celulosa se obtuvo como el valor maximo del pico en
la curva de DTGy fue de 377°C (Figura 410b). Por su parte 1a Tonsee de la BNC nativa
calculada como la interseccién del valor extrapolado de la ordenada de pre-
descomposicion y una linea tangencial dibujada hasta el punto de mayor pendiente
de la curva de pérdida de peso en la regién de descomposicion, fue de 353°C (Figura

4.11a).
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Figura 4.10 Curvas de (a) TG, (b) DTG de la BNC nativa.

Las muestras acetiladas empleadas para la caracterizacion térmica fueron las
obtenidas a partir del estudio de la evolucion de la reaccidon en el tiempo (GS de
0,25+0,02 a2 0,72£0,03). Al comparar las curvas de TG y DTG obtenidas para todos
los derivados acetilados, se observd que al igual que con la BNC nativa las curvas
describieron una sola etapa de descomposicion de la celulosa en el intervalo de ~300—

400°C (Figura 4.12). Como las muestras se preacondicionaron a 110°C durante 2h
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antes de la medicién, la humedad removida en la primera pérdida de peso en todos

los casos fue solamente del 3a 5 %

(a)

. J GS= 0,72+0,03
k—__J\_’\ GS= 0,47+0,01
— ,/\ GS= 0,380,01
- J/\ GS= 0,25+0,02
%—_/J:\ BNC nativa

T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

DTG

Temperatura (°C)

100 =
(b) =
90 +
80 <
—— BNC nativa
70d —— GS=0,25+0,02
GS=0,38+0,01
604 ——GS=0,47+0,01
& GS=0,63%0,02
‘é’o 504 GS=0,72+0,03
~
g 40 -
30 +
20- k
— —
0 4
T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura (°C)

Figura 4.11 Curvas de (a) DTG para BNC nativa y acetiladas con GS variable, (b)
TG para BNC nativa y acetiladas con GS variable.
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La Figura 4.12 muestra que cuando la BNC es acetilada hasta un GS de
0,25%0,02, 1as Tonset ¥ Tmax caracteristicas de la BNC nativa (353°C and 376°C,
respectivamente) se preservaron mayoritariamente, detectdndose so0lo una ligera
reduccion de entre 2 y 3°C. Por otra parte, para mayores niveles de acetilacion, los
correspondientes valores de Tonset ¥ Tmax fueron =~15-20°C madas bajos que los
determinados para BNC nativa. Esta disminucion en la estabilidad térmica de fibras
y nanofibras de celulosa modificadas superficialmente ya ha sido informada
previamente por otros autores utilizando diferentes protocolos de acetilacion (Freire,
Silvestre, Neto, Belgacem, &Gandini, 2006; Freire et al., 2008; Tomé et al.,
2011b).

380

370

360 - A

350 - A

max

340 4 A

330

T onset’
>

320

310 maxima

onset

300 I I I I I I I I
0,0 0,1 0,2 0,3 04 05 0,6 0,7 0,8

GS

Figura 4.12 Evolucion los parametros termogravimétricos (Tonset Y Tmax) €n funcién
del GS.

A menudo una disminucion de la estabilidad térmica de la celulosa se asocia

con una disminucion en la cristalinidad de las muestras. Para el caso de la acetilacion
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con acido citrico estudiada en la presente Tesis, sin embargo, se observd una
disminucidn de la estabilidad térmica de las nanofibras sin haberse hallado evidencias
de una pérdida significativa de cristalinidad. Otros autores han justificado una menor
estabilidad térmica de la nanocelulosa acetilada en base a la labilidad de los grupos
éster introducidos en la molécula de celulosa, y al menor niumero de enlaces de
hidrégeno que pueden establecerse entre las cadenas de celulosa como consecuencia
de la esterificacion (Lee et al., 2011; Tomé et al., 2010, 2011a; Uschanov et al.,
2011).

4.2.4 Estudio exploratorio del escalado de 1a reaccion

En funcién de los resultados obtenidos hasta el momento que confirman la
viabilidad de la ruta catalizada por &cido citrico para llevar adelante la acetilacién de
BNC con GS variable modulable ajustando las condiciones de reaccidon, en esta
Seccion se presenta un primer estudio de escalado del sistema multiplicando todas
las cantidades utilizadas por un factor de 5. Esto fue necesario para el desarrollo del
Capitulo 6 de este Trabajo de Tesis, en el cual se requieren mayores cantidades de

muestra para la preparacion y caracterizacion de los materiales compuestos.

Las condiciones de reaccion se seleccionaron en funcién de los resultados
obtenidos en la Seccion 4.2.2 (0,34 mmol acido citrico/mmol UAG, 250 mL de
anhidrido acético, 120°C, 3 h (GS= 0,47%0,01)), pero en este caso la reaccion se llevo
a cabo utilizando 2,5 g de BNC (peso seco) y 250 mL de agente acilante (anhidrido
acético). La Figura 4.13 muestra comparativamente el sistema de reaccion utilizado

para acetilar BNC a las diferentes escalas evaluadas.

La reaccién en la mayor escala permitié obtener BNC con un GS de 0,49,
valor similar al obtenido trabajando a menor escala (0,47), teniendo en cuenta que

las diferencias en el GS se encuentran dentro del error de la determinacion.
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Figura 4.13 Sistema de reaccién empleado para la reaccidn catalizada con a-

hidroxiacidos a (a) escala mayor (2,5g de BNC), (b) escala menor (0,5g de BNC).

En la Figura 4.14 se muestran comparativamente los espectros de RMN "“*C
de la BNC acetilada en las dos escalas ensayadas bajo las mismas condiciones de
reaccion. La superposicion de los espectros confirmé la reproducibilidad de la

acetilacion al escalar la reaccion.
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Figura 4.14 Espectros de CP/MAS-"*C RMN de BNC acetilada. Reacciéon a menor
escala (0,5g de BNC) (GS= 0,47%0,01) (espectro en negro) y reaccidn a escala
mayor (2,5g de BNC) (GS= 0,49%0,03) (espectro en rojo). (0,34 mmol acido
citrico/mmol UAG, 120°C, 3 h).

4.3 Conclusiones del Capitulo 4

El Capitulo 4 se centr6 en el estudio de las condiciones de reacciéon para
modular el GS de la BNC usando acido citrico como catalizador de acuerdo con los
resultados previos obtenidos en el Capitulo 3. Inicialmente, se estudio el efecto sobre
el GS de los intercambios de solvente realizados para incorporar la BNC al medio de
reaccion, y se puso de manifiesto la ventaja de incorporar la BNC al medio de

reaccidon como suspension en anhidrido acético minimizando su contenido de agua.

El estudio de la variacion de las condiciones de reaccion (carga de catalizador,
temperatura y tiempo) demostrd que es posible modular convenientemente el GS de
la BNC en el rango de ~ 0,2 a 0,8 modificando adecuadamente cualquiera de las

variables estudiadas segun la conveniencia del caso.
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Los resultados de caracterizacion indicaron que en todos los casos estudiados
la acetilacion ocurri6 predominantemente en la superficie y/o en las regiones
amorfas de la BNC, sin afectar ni su ultraestructura cristalina ni su morfologia. Por
otra parte, se observo una leve reduccion en la estabilidad térmica de los materiales
derivatizados que se relacioné con la labilidad de los grupos acetilo y la disminucién

de los enlaces de hidrogeno como consecuencia de la acetilacion.

Finalmente, se realizd con éxito un primer escalado de la reaccion
obteniéndose un material con el mismo GS que el obtenido utilizando la escala
original. El éxito del escalado asegur6 la disponibilidad de material suficiente para

los estudios que se presentan en el Capitulo 6.
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5. Extension de la esterificacion
organocatalitica a otros sustratos
nanocelulosicos

En los Capitulos 3 y 4 se demostrd la utilidad de la acetilacion catalizada por
a-hidroxidcidos para acetilar superficialmente nanofibras de celulosa bacteriana en
suspension, con valores de GS que pudieron modularse con la manipulacion de las
condiciones de reaccion. Motivados por estos resultados, surgio el interés por extender
la metodologia a la hidrofobizacion de la superficie de otros sustratos nanocelulosicos
que también encuentran aplicacion como nano-refuerzo de materiales compuestos de
matriz polimérica hidrofobica. En este marco, en el presente Capitulo se presentan
brevemente los resultados obtenidos al extender la acetilacion catalizada con dcido
citrico a membranas enteras de nanocelulosa bacteriana y a nanocristales de celulosa

de origen vegetal.
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5.1 Introduccion

Como ya se ha mencionado, las distintas formas de nanocelulosa son
reconocidas como candidatos ideales para reforzar matrices poliméricas
biodegradables. Sin embargo, y como se explicd en detalle previamente, el uso de
nanocelulosas como refuerzo de matrices hidrofébicas se ve limitado por su
naturaleza hidrofilica, y se requiere de la modificacion superficial de las nanofibras
para disminuir su polaridad y mejorar su compatibilidad quimica con este tipo de

matrices (Sir6 & Plackett, 2010).

En los Capitulos 3 y 4 se demostr6 la posibilidad de utilizar la metodologia
descripta para hidrofobizar la superficie de nanofibras de BNC que se agregaron al
medio de reaccién en forma de suspension, a partir de homogeneizacion de las
membranas originales. El tratamiento mecanico realizado permiti6 liberar las
nanofibrillas de BNC de la red tridimensional estable en las que se encuentran
inmersas en las membranas originales, facilitando asi el acceso de reactivos durante
la reaccion de derivatizacion, y su posterior distribucion y dispersion en un medio

continuo como podria ser una matriz polimérica a reforzar.

Sin embargo, existen varios antecedentes en la literatura en los que la BNC se
utiliza como refuerzo de matrices poliméricas en forma de membrana, tal como se la
obtiene del medio de cultivo sin agitacion. En este contexto, surge el interés en este
Capitulo por ensayar la utilidad de la ruta de acetilacién antes descripta en la
modificacién de membranas enteras de BNC. En la Seccidon 5.1.1 se brindan mas

detalles que resumen los antecedentes en el tema.

Por otra parte, es bien conocida la utilidad de los nanocristales de celulosa
(CNC) como refuerzo de distintas matrices poliméricas, tanto hidrofilicas como
hidrofébicas. En el ultimo caso las limitaciones asociadas a la diferencia de polaridad
descriptas en los Capitulos anteriores se aplican totalmente a los CNC, por lo que la
segunda parte de este Capitulo se centra en evaluar la utilidad de la acetilacion
mediada por 4cido citrico para hidrofobizar su superficie (ver detalles y antecedentes

en Seccion 5.1.2).

A continuacién, se presenta una breve revisidon bibliografica de los

antecedentes de reacciones de esterificacion implementadas sobre membranas
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enteras de BNC y sobre CNC, enfocadas particularmente a su potencial aplicacion

como nano-refuerzo de matrices poliméricas hidrofébicas.

5.1.1 Esterificacion de membranas enteras de BNC

En la Seccion 1.3 de esta Tesis se detallaron los aspectos relacionados a la
obtencion, propiedades y aplicaciones de la BNC. Como se describio, en cultivo
estatico la BNC se obtiene en forma de peliculas o membranas que crecen en la
superficie aireada del medio de cultivo, adoptando su forma (Cerrutti et al., 2016;
Czaja et al., 2004). De esta manera pueden obtenerse desde membranas de espesor
variable con la forma de la secciéon del vial de cultivo, hasta estructuras
tridimensionales para aplicaciones particulares, como por ejemplo venas artificiales,
implantes de cartilagos, implantes dentales, etc. (Shah et al., 2013). La Figura 5.1
muestra un tubo de BNC obtenido directamente del medio de cultivo, con potencial

aplicacién como reemplazo de vasos sanguineos.

Figura 5.1 Tubos de BNC (a) vista lateral, (b) vista superior. Imagenes gentilmente
cedidas de la Tesis de grado de la Srta. Danna Corzo, FIUBA (datos no
publicados).
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Generalmente, cuando se requiere modificar quimicamente la BNC, se busca
que la derivatizacion proceda en forma homogénea en la totalidad de las nanofibras
que conforman las membranas. Con este fin, las peliculas compactas de BNC
obtenidas del biorreactor, habitualmente se desintegran por licuado y/o
homogeneizacion para liberar y exponer las nanofibras a utilizar como sustrato. Sin
embargo, durante los ultimos afios se han informado en la literatura aplicaciones que
utilizan las membranas de BNC enteras, para las cuales se han propuesto protocolos

de esterificacién implementados directamente sobre las membranas.

Una de las primeras contribuciones en este sentido fue la acetilacion de
membranas de BNC (cortadas en trozos de 10 cm x 10 cm x 1 cm y previamente
intercambiadas de solvente de agua a 4cido acético) en un medio de reaccion sin
agitacion formulado con tolueno y anhidrido acético, y utilizando 4cido perclorico
como catalizador. Los autores lograron modular el GS de las membranas enteras de
BNC en un rango de 0,04 a 2,77 (Kim et al., 2002). Posteriormente, Nogi y
colaboradores acetilaron membranas de BNC de 10 mm de espesor, previamente
prensadas para extraer el volumen de agua contenido en su interior (Nogi et al.,
2006). Los autores llevaron a cabo la acetilacion sin agitacion en un medio de
anhidrido acético durante 21 h hasta alcanzar un GS de 0,17. En el mismo trabajo
los autores utilizaron la membrana de BNC acetilada para preparar nanocompuestos
con una resina acrilica con diferentes porcentajes de BNC. En el compuesto con la
BNC acetilada los autores informaron una reduccion significativa de la absorcion de
humedad, una mejora en la resistencia térmica y una conservada transparencia
respecto a la matriz polimérica original. En otra contribucion, Ifuku y colaboradores
acetilaron mediante el protocolo propuesto por Kim y colaboradores membranas de
BNC en un rango de GS de 0 a 1,76 (Ifuku et al., 2007). Las membranas con GS
variable fueron usadas como refuerzo de la resina acrilica informando como 6ptimo
para el mejoramiento de las propiedades del nanocompuesto un GS de = 0,74. Por
otra parte, Suetsugu y colaboradores acetilaron membranas de BNC secas en una
solucion acuosa de ZnCl, y anhidrido acético en un reactor de alta presion con CO,
(10 MPa) (Suetsugu et al., 2009). Posteriormente, los autores prepararon materiales
compuestos usando una matriz de acetato de celulosa mediante la técnica de moldeo
por compresion, y obtuvieron materiales compuestos con propiedades Opticas,

mecanicas y térmicas mejoradas. Por otro lado, Hu y colaboradores acetilaron
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membranas secas de BNC utilizando yodo como catalizador en un medio de
anhidrido acético. Variando las condiciones de reaccién los autores lograron

modular el GS de las membranas entre 0,23 y 1,98 (Hu et al., 2011).

5.1.2 Esterificacion de nanocristales de celulosa

Como se explico en la Introduccion general (Seccion 1.2.1), las nanofibras de
celulosa contienen dominios amorfos y cristalinos alternados a lo largo de su eje
principal. Los dominios amorfos pueden ser hidrolizados con mayor facilidad para
dar origen a los CNC. Los CNC son reconocidos por tener una estructura cristalina
constituida predominantemente por regiones cristalinas y paracristalinas, una
relacion de aspecto de entre 5 y 50, y por no presentar divisiones longitudinales ni
entrelazamiento entre particulas o estructuras similares a redes (Norma ISO/TS
20477: 2017). En general, los CNC tienen anchos de entre 3 a 50 nm y largos que
van desde 100 nm a varios um dependiendo de la fuente de la celulosa (ver imagenes

en la Figura 5.2).

200

UV 11

Figura 5.2 Imé4genes TEM de CNC obtenidos a partir de diferentes fuentes: (a)
tunicados, (b) bacterias, (c) ramio, (d) sisal. (Imagen tomada de Habibi, Lucia, &
Rojas, 2010).
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Los CNC son de gran interés como nano-refuerzo de materiales compuestos
debido a su alta rigidez, baja densidad (=1,57 g/cm™) y alto modulo elastico (=150
GPa) (Brinchi, Cotana, Fortunati, & Kenny, 2013). En la bibliografia se han
informado numerosas publicaciones avocadas al uso de los CNC como fase de
refuerzo de diversas matrices poliméricas como, por ejemplo, polisiloxanos,
polisulfonatos, policaprolactona, polietilenglicol, poli (estireno-co-butil acrilato),
carboximetilcelulosa, alcohol polivinilico, poli (vinil acetato), poli (etileno—vinil
acetato), epoxidos, polietileno, polipropileno, poliuretano, quitosano, almidén,
acido polilactico, polihidroxialcanoatos, polihidroxibutiratos, etc. (Brinchi et al.,

2013; Fortunati et al., 2016; Habibi et al., 2010).

Sin embargo, de manera similar a la BNC, por su gran area superficial y
naturaleza hidrofilica, los CNC tienen una pobre dispersabilidad y compatibilidad
con matrices poliméricas hidrofébicas, lo que resulta en materiales compuestos en
los que las fuerzas repulsivas a menudo conducen a la agregacion del refuerzo y a un
pobre contacto interfacial. Para superar esta limitacién maultiples autores se han
enfocado en modificar la superficie de este tipo de nano-objetos de celulosa
utilizando surfactantes y diversas modificaciones quimicas que incluyen por ejemplo
esterificacion, amidacion vy silinizacion (Eyley & Thielemans, 2014; Habibi, 2014;
Heux, Chauve, & Bonini, 2000). En este contexto, las reacciones de esterificacion
nuevamente aparecen como la alternativa mds utilizada para hidrofobizar la

superficie de los CNC.

En las metodologias utilizadas con este fin, uno de los catalizadores mas
utilizados es el acido sulfurico. Por ejemplo, Tang y colaboradores acetilaron CNC
utilizando acido acético y acido sulfarico como catalizador (1,5% (v/v)), operando a
una temperatura de 80°C durante 3—7 h, hasta lograr conferir a los CNC niveles de
GS entre 0,22 y 0,47 (Tang et al., 2013). Wang y colaboradores llevaron a cabo la
acetilacion de CNC en un medio de reaccion de anhidrido acético/alcohol
1sopropilico usando 4cido sulfarico como catalizador (los autores no informaron la
cantidad utilizada), y operando a 40°C por 3 h hasta alcanzar un GS de 0,031 (Wang,
Ding, & Cheng, 2007). Por otro lado, se han informado metodologias de
esterificacion de CNC catalizadas con 4cido clorhidrico. Entre ellas se puede citar la

esterificacion de CNC con &cido acético y acido butirico usando acido clorhidrico
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como catalizador (0,027 M), y trabajando a 105°C durante tiempos comprendidos
entre 4 y 25 min, hasta lograr valores de GS superficiales de 0,25-1,49 (Braun &
Dorgan,2009). Spinella y colaboradores esterificaron CNC con acidos acético y
lactico usando acido clorhidrico como catalizador (1,8 mL de HCI 12 M) durante 3h
a 150°C, hasta alcanzar valores de GS en el rango de 0,12-0,13 (Spinella et al., 2016).
Alternativamente, también se ha utilizado yodo como catalizador de la esterificacion
de CNC. Por ejemplo, en un medio de reacciéon con anhidrido butirico a 110°C y
durante 0,5 h, usando yodo (0,0012 g/mL) como catalizador Abraham vy
colaboradores informaron haber obtenido CNC con un GS de 2,1 (Abraham et al.,
2016). En otra contribucién se indico la utilizacién de carbonato de potasio como
catalizador (0,7 mmol) de la esterificacion de CNC llevada adelante en un medio de
dimetilformamida y acetato de vinilo durante 1 a 24 h a 94°C. Los autores no
informaron el GS obtenido (Cetin et al., 2009). En otro trabajo se informo la
utilizacion de trietilamina como catalizador de la esterificacion de CNC en un
sistema de reflujo con tolueno con diferentes cloruros de acilo (hexanoilo, lauroilo,
estearoilo) como agentes esterificantes. Luego de 4 h de reaccion se alcanzaron
valores de GS entre 0,31 y 0,68 (De Menezes, Siqueira, Curvelo,& Dufresne, 2009).
También se han informado reacciones de esterificacion de CNC en un medio de
piridina. Uschanov y colaboradores utilizaron cloruro de p-toluensulféonico como
catalizador y tres acidos grasos (oleico, decanoico, linoleico) como acilantes, y luego
de 1 h a 50°C alcanzaron GS en el rango de 0,46 a 1,20 (Uschanov et al., 2011).
Otros autores acetilaron CNC con anhidrido acético a 80°C durante 5 h (Lin et al.,
2011; Zhang, Ma, & Zhang, 2016). Pueden citarse ademas esterificaciones de CNC
con vapor de cloruro de palmitoilo (160 y 190°C, 2—-13 h, GS 0,15-1,17 (Berlioz et
al., 2009)), y (150°C, 2—6 h, GS 0,07-1,91 (Fumagalli, Sanchez, Molina-Boisseau,
& Heux, 2013)), asi como la esterificacion de CNC realizada en una emulsion acuosa
de anhidrido isooctadecanoicosuccinico/anhidrido #n-succinicotetradecanoico en
intervalos de hasta 2 h a 105°C que redundé en CNC con GS =0,02 (Yuan,
Nishiyama, Wada, & Kuga, 2006).

La recopilacién anterior intenta ilustrar los distintos enfoques informados en
la literatura para hidrofobizar la superficie de CNC mediante reacciones de
esterificacion. Sin embargo, de manera general tanto para los CNC como para las

membranas enteras de BNC descriptas previamente, no existen antecedentes del uso
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de acido citrico como catalizador de su acetilacién. En este Capitulo, y en vista de
los resultados previos, se explora la utilidad de la ruta sobre ambos sustratos

nanocelulésicos, y se caracterizan brevemente los productos.

5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Acetilacion de membranas enteras de BNC

5.2.1.1 Obtencion de las membranas acetiladas

Para llevar adelante la acetilacion de las membranas de BNC (Figura 5.1) y
de Ia misma forma como se procedié con la BNC en suspension, fue necesario
primeramente desplazar el agua contenida en el interior de las membranas mediante
intercambios sucesivos de solvente (Seccion 4.2.1). Al respecto, el espesor y lo
compacto de las membranas obtenidas luego de 12 dias de fermentacion limit6 la
efectividad de los intercambios y, finalizado el intervalo de reaccién seleccionado,
conllevd a un GS cercano a cero. Se decidi6 utilizar entonces como sustrato
membranas de BNC de 3 dias de fermentacién, mucho mas finas y con una red de
nanocintas mas abierta y porosa (Cerrutti et al., 2016). Para estas membranas los
intercambios de solvente destinados a desplazar el agua y embeber las membranas en

anhidrido acético resultaron efectivos.

Figura 5.3 Membrana entera de BNC obtenida a (a) 3 dias de fermentacion, (b) 12

dias de fermentacién en cultivo estatico.
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Las condiciones de reaccion utilizadas (0,14 mmol acido citrico/mmol UAG,
35 mL de anhidrido acético, 120°C, 3 h) se adaptaron de los ensayos previos para
BNC en suspension, teniendo en cuenta 1) la masa seca de celulosa aportada por cada
membrana, y ii) que las peliculas quedaran completamente cubiertas por el acilante.
En forma analoga a lo descripto en la generalidad de las metodologias enumeradas
en 5.5.1, el sistema no se agitd para evitar el plegado de las membranas y/o que
alguna parte de las mismas superara el nivel de acilante y no tuviera buen contacto
con el reactivo y el catalizador disuelto. En estas condiciones, los resultados de

saponificaciéon indicaron que se alcanzé un GS de 0,36+0,03.

5.2.1.2 Breve caracterizacion estructural del producto

5.2.1.2.1 Analisis estructural por RMN

Los espectros de RMN C en estado sélido para las membranas de BNC
enteras nativa y acetilada con un GS de 0,36£0,03 se muestran en la Figura 5.4.
Como se observa, el espectro de la BNC nativa exhibe las sefales tipicas de la
celulosa nativa detalladas en la Seccion 3.2.2 de esta Tesis (C; 105,1 ppm; C4 89,1
ppm, C;' a 84,1 ppm; C,- C;- Cs 80 — 69 ppm; Cs 65,3 ppm y C4' 62,7 ppm). En el
espectro de la BNC acetilada se evidenciaron ademds dos nuevas sefales
correspondientes a los grupos acetilo introducidos en la molécula (CH; 21 ppm, y
C=0 171-173 ppm), las cuales confirmaron la acetilacién de las membranas de
BNC. Una vez mas, dentro de la sensibilidad de la técnica, no se observaron sefiales

asignables a la presencia significativa de acido citrico o sus ésteres.
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Figura 5.4 Espectros de CP/MAS-"C RMN de membranas de BNC nativa y BNC
acetilada (GS= 0,36£0,03).

5.2.1.2.2 Anadlisis estructural por FTIR

Los espectros FTIR de las membranas secas de BNC nativa y acetilada
confirmaron el éxito de la derivatizacidn a partir de las sefales correspondientes a los
grupos éster introducidos en la molécula de celulosa (estiramiento a 1741 cm™ del
grupo carbonilo y a 1236 cm™ del enlace carbono S,2 -O del grupo acetilo) (Figura
5.5). De 1gual forma, las sefiales caracteristicas de la celulosa nativa se registraron en
ambos espectros a los numeros de onda ya descriptos previamente (3345, 2895, 1432,
1278, 1165, 1109, 1059 y 897 cm™) (Seccion 3.2.3) (Castro et al., 2011; Cerrutti et
al., 2016; Rani et al., 2011; Vazquez et al., 2013). En este caso los espectros se
adquirieron directamente sobre las peliculas en transmision, no haciendo falta la

preparacion de pastillas con KBr.
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Figura 5.5 Espectros FTIR de membranas de BNC nativa y BNC acetilada (GS=
0,36%0,03).

5.2.1.2.3 Estudio de cristalinidad por DRX

Enla Figura 5.6 se muestran los difractogramas de rayos X de las membranas
de BNC nativa y acetilada con un GS de 0,36+0,03. Como ya se ha detallado
previamente, las sefales en el difractograma de la BNC nativa se ubicaron en 20=
14,4° (101), 16,7° (10-1), 20,1° (021), 22,5° (002), y 34,4° (040), todos ellas propias
de celulosa I (Seccion 3.2.5) (Johnson Ford et al. 2010). El difractograma de la
muestra acetilada no presentd sefiales adicionales o algin desplazamiento que
pudiera suponer algun cambio estructural. Como una medida de la cristalinidad se
calcularon los indices de cristalinidad relativos (ICr) de las muestras por el método
de Segal (Seccion 2.5.8). Los valores que se muestran en los difractogramas indican
que no hubo cambios significativos en la cristalinidad de las membranas producto de
la acetilacion, pudiéndose confirmar que la reaccion tuvo lugar principalmente en las
regiones amorfas y/o en la superficie de las nanofibras que conforman la membrana,

sin afectar sustancialmente su ultraestructura. Conclusiones similares fueron
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informadas por Kim y colaboradores para una membrana de BNC acetilada con un
GS de 0,37; mientras que para valores de GS a partir de 1,44 los autores observaron
cambios significativos en la cristalinidad de las nanofibras (Kim et al., 2002). Por su
parte Ifuku et al. (2007) informaron que a partir de un GS de 0,95 las nanofibras de
las membranas denotaron un patrén de difraccion alterado, asociado a una reduccién
importante en la cristalinidad. Por otro lado, Hu et al. (2011) informaron que para
valores de GS de 0,45 y 0,65 no se altero la estructura cristalina de las membranas de
BNC acetiladas, mientras que para peliculas con GS de 1,75 y 1,98 la disminucion

de la cristalinidad fue notable.
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Figura 5.6 Difractogramas de rayos X de membranas de (a) BNC nativa, (b) BNC
acetilada (GS= 0,36£0,03).
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5.2.2 Acetilacion de nanocristales de celulosa vegetal

5.2.2.1 Obtencion de CNC acetilados

La extension de la ruta catalizada por acido citrico para acetilar CNC se llevd
a cabo utilizando una masa seca total de CNC de 0,7 g (4,32 mmol UAG), obtenidos
de acuerdo con el protocolo descripto en la Seccién 2.2.2. La Figura 5.7 muestra la
apariencia original de los CNC nativos liofilizados como polvo previo a la reaccion
de acetilacién, y la micrografia SEM correspondiente. En la imagen se aprecia la
morfologia tipica de los CNC con dimensiones comprendidas en ~10-20 nm de
ancho y entre 100 a 200 nm de longitud. Estos valores son coincidentes con lo
informado por otros autores para CNC extraidos de celulosa microcristalina (Habibi

et al., 2010; Moon et al., 2011).

El GS conferido a los CNC se varié utilizando dos cargas diferentes de
catalizador (0,06 y 0,6 mmol acido citrico/mmol UAG), en reacciones llevadas a
cabo a 120°C durante 3 h de reacciéon. Los GS alcanzados fueron de 0,18+0,03 y

0,34£0,02 para la menor y mayor carga de catalizador utilizadas, respectivamente.

Al comparar los GS alcanzados en los CNC con cada carga de catalizador
usada (0,06 (GS= 0,18+0,03) y 0,6 (GS= 0,34%0,02) mmol acido citrico/mmol
UAG) con los GS obtenidos previamente para BNC en suspension utilizando cargas
de catalizadores similares (0,08 (GS= 0,36+0,01) y 0,67 (GS= 0,60+0,02) mmol
acido citrico/mmol UAG) (Figura 4.2), se puede inferir que los CNC son menos
susceptibles a la reaccion de acetilacion. Esto se explica en términos de la estructura
de los CNC, en los que se removieron los dominios amorfos que son los
mayoritariamente involucrados en la reaccién. En el mismo sentido se destaca que
al evaluar el avance de la reaccion no catalizada para los CNC, el GS alcanzado fue
cercano a cero (GS= 0,03£0,02), un valor significativamente inferior al obtenido para

la acetilacion no catalizada de BNC en idénticas condiciones (GS= 0,21+0,01).

132



Figura 5.7 Fotografia de los nanocristales de celulosa de origen vegetal liofilizados

y su respectiva micrografia.

5.2.2.2 Caracterizacion de productos

5.2.2.2.1 Analisis estructural por RMIN

La Figura 5.8 muestra los espectros de ?*C RMN en estado solido de los CNC
nativos y acetilados. De igual forma que para BNC, el espectro de los CNC nativos
muestra las sefiales tipicas de la celulosa, asignadas a C,(105,2 ppm), C4 (89,1 ppm),
C, (84,4 ppm), las sefales agrupadas de los carbonos C,-C;-Cs (68,5 — 79,7 ppm), Cs
(65,3 ppm) y C¢' (62,5 ppm). Al comparar los espectros de los CNC acetilados con
los de la muestra nativa, se observaron las nuevas sefiales caracteristicas de los grupos
éster introducidos que confirmaron el éxito de la acetilacion (173 y 21 ppm
correspondientes a los grupos C=0 y CHs;, respectivamente). Por otro lado, la
ausencia de sefiales alrededor de 44 ppm relacionadas a los grupos metileno del acido
citrico y/o ésteres citrato sugiri6 nuevamente que los grupos mayoritariamente
introducidos fueron acetilos, y que no hubo una reaccién directa significativa del

acido citrico con los grupos hidroxilos de la celulosa.
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Figura 5.8 Espectros de CP/MAS-"*C RMN de CNC nativos y acetilados (GS=
0,18+0,03 y 0,34+0,02).

5.2.2.2.2 Analisis estructural por FTIR

De manera similar a lo descripto para BNC en suspension y en membrana, en
los espectros de los CNC nativos (Figura 5.9) se aprecian las sefiales tipicas de la
celulosa nativa. Por su parte, la acetilacion de los CNC redundo en la aparicion de
dos nuevas sefales asignadas a los grupos éster, correspondientes al estiramiento de

los enlaces C=0 en 1737 cm™ y la del carbono S,2 del grupo acetato en 1235 cm™.
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Figura 5.9 Espectros FTIR de los CNC nativos y acetilados (GS= 0,18%£0,03 y
0,34+0,02).

Para el caso de los CNC, que pueden obtenerse en forma de polvo fino
homogéneo después de la liofilizacion, las pastillas de KBr quedaron mucho mas
homogéneas en comparacion con las obtenidas previamente para BNC, en las que la
BNC seca luego de la molienda se reduce inicamente a escamas de no menos de 2—
4 mm. Por tal motivo, en los CNC acetilados si se logro observar un claro incremento
del area de las bandas asociadas a los grupos éster introducidos con el aumento del
GS.

5.2.2.2.3 Estudio de cristalinidad por DRX

Para estudiar el impacto de la acetilacion catalizada por dcido citrico sobre la
cristalinidad de los CNC se adquirieron los patrones de difraccién de rayos X para

las muestras nativa y acetiladas.
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En primer lugar, en la Figura 5.10 se muestra el difractograma para los CNC
nativos, el cual describe los picos tipicos de los dominios cristalinos de la celulosa
tipo I centrados en los angulos 260 de 14,4°, 16,7°, 22,5° y 34,4°, asignados a los planos
de difraccién (101), (10-1), (002) y (040), respectivamente (Johnson Ford et al.,
2010; Park et al., 2010).

(002)

Intensidad (u.a.)

(101) (101)

10 15 20 25 30 35 40 45
20

Figura 5.10 Patrén de DRX de los CNC nativos.

Por otro lado, segin se observa en la Figura 5.10, los CNC mostraron un pico
adicional en 29,6° relacionado con la presencia de otras configuraciones cristalinas
diferentes a las que son caracteristicas de los cristales de celulosa. La muestra se
observo al SEM vy se notd la presencia de impurezas en forma de agregados de
cristales que se analizaron por espectroscopia de dispersion de energia de rayos X
(EDS). En la Figura 5.11a se muestra una micrografia de la muestra de CNC en
donde se enfoca uno de los agregados descriptos. El espectro EDS adquirido (Figura
5.11b) mostrd sefiales asignables a calcio, carbono y oxigeno, en una relacién

porcentual de 19,4, 22,1, 58,5%, por lo que se identifico a la impureza como cristales
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de carbonato de calcio (CaCQO;). Finalmente, se consulté el patron de rayos X del
CaCaO:;, y se confirmo6 que este compuesto presenta una reflexion asignada al plano
(104) centrada en un angulo 260 de 29,5° (Kontoyannis & Vagenas, 2000;
Santomauro, Baier, Huang, Pezold, & Bill, 2012), tal como se identifico en el
difractograma de los CNC originales (Figura 5.10). El origen de estos depositos de
CaCO; presentes en los CNC nativos se asocio al proceso de dialisis realizado para
eliminar el H,SO, usado en la hidrolisis de la fuente de celulosa que, segun fue
informado por los colegas que proveyeron los CNC, se llevé a cabo con agua de red

no desmineralizada.

® ()
Porcentaje en peso Certeza
0 58.5% 1.00
® C 22.1% 0.99
@ Ca 19.4% 1.00
Ca
4 5 5 7 B 3 i 1 12 3 u 16

0 1 2
453,078 courts in 61 secands

Figura 5.11 (a) Micrografia de depositos identificados en la suspensién de CNC,
(b) espectro EDS correspondiente.

Una vez identificado el origen de la sefial en 20= 29,5° en el difractograma de
los CNC nativos, se analizo el efecto de la acetilacion en su cristalinidad. En la
Figura 5.12 se presentan comparativamente los espectros de los CNC nativos y
acetilados (GS=0,18%0,03 y 0,34£0,02). Como se observa, los patrones de difracciéon
de los CNC permanecieron sin cambios significativos después de la derivatizacion.
Las determinaciones de los indices de cristalinidad relativos (ICr) de las muestras

mediante el método empirico de Segal (Seccion 2.5.7) (Park et al., 2010; Segal et
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al.,1959), confirmaron que la estructura cristalina interna de los nanocristales se
mantuvo intacta después de la acetilacion, con valores de ICr para los CNC nativos
de 84%, de 85% para los CNC acetilados con menor GS (GS= 0,18%0,03), y de 83%
para los CNC con mayor GS (GS 0,34£0,02). Resultados similares fueron obtenidos
previamente para CNC acetilados con valores de GS de entre 0,02 y 0,47 (Tang et
al., 2013; Wang et al., 2007; Yuan et al., 2006).

(002)

ICr= 83%, GS= 0,34%0,02
s

(040)

ICr= 85%, GS=0,18%0,03

Intensidad (u.a.)

ICr= 84%, CNC nativos

10 15 20 25 30 35 40

Figura 5.12 Patrones de DRX de los CNC nativos y acetilados (GS= 0,18£0,03 y
0,34%0,02).

Finalmente, cabe destacar que en los difractogramas de las muestras
acetiladas no se observd el pico proveniente de las contribuciones cristalinas del
CaCQO:s, probablemente como consecuencia de su solubilizacién en el medio acido

de reaccion.
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5.2.2.2.4 Estudio morfoldgico por FESEM

Enla Figura 5.13 se muestran las micrografias de FESEM de los CNC nativos
y acetilados. Como se observa, la morfologia y dimensiones de los nanocristales no
se vieron afectadas para los GS alcanzados, y sus dimensiones se conservaron
significativamente (ver histograma en la Figura 5.13d). Estos resultados confirmaron

el caracter suave de la acetilacion y son congruentes con los resultados obtenidos por

otros autores para valores similares de GS (Cetin et al., 2009; Lin et al., 2011; Yuan

et al., 2006).
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Figura 5.13 Micrografia de CNC (a) nativos, (b) acetilados (GS= 0,18%0,03), (c)
acetilados (GS= 0,34%0,02), (d) distribucién de anchos de CNC (nm).
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5.2.2.2.5 Propiedades térmicas por TGA

Aligual que para las nanofibras de celulosa, otro factor importante que influye
en el uso potencial de los nanocristales de celulosa como refuerzo de matrices
poliméricas es su estabilidad térmica, sobre todo en vistas de su procesamiento a
escala industrial que requerira que los CNC soporten temperaturas compatibles con
procesamiento de la matriz (por ejemplo, la extrusiéon del PLA en general requiere
temperaturas en torno a 180°C (Fortunati et al., 2012; Oksman et al, 2006). Las
curvas de TG y DTG (primera derivada de los datos de TG) de los CNC nativos y

acetilados se retnen en la Figura 5.14.

Para los CNC nativos la temperatura de velocidad méaxima de
descomposicion (Tmax) se registrd en ~300°C; mientras que para los CNC acetilados
la misma se dio a 282 °C y 286°C para los CNC con GS= 0,18+0,03 y 0,34£0,02,
respectivamente. Por otra parte, la temperatura de inicio de la descomposicion
evaluada en este caso como aquella para la que se registro un 10% de pérdida de
masa, se redujo =~25°C, obteniéndose valores de 254°C para los CNC nativos frente
a 230°C y 227°C para los CNC acetilados con GS= 0,18%£0,03 y 0,34£0,02,
respectivamente. Como se menciond en Capitulos previos para BNC (Seccion
4.2.3.5), la menor estabilidad térmica de los productos acetilados podria atribuirse a
la labilidad de los grupos éster introducidos en la molécula de celulosa, y al menor
namero de enlaces de hidrogeno intermoleculares que pueden establecerse como
consecuencia de la esterificacion (Uschanov et al., 2011). Sin embargo, vale destacar
que la reducciéon en la temperatura de inicio de la descomposicion de los CNC
acetilados no resultd restrictiva para su uso como refuerzo de matrices poliméricas

tipicas en procesos en fundido (Arrieta et al., 2014).
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Figura 5.14 Curvas (a) TG, (b) DTG de CNC nativos y acetilados (GS= 0,18%0,03
y 0,34+0,02).
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5.2.2.2.6 Analisis del cambio de polaridad inducido

Para completar el estudio se evaluo la eficacia de la ruta de acetilacion para
lograr la hidrofobizacion de los CNC a partir de su dispersabilidad en solventes
organicos de diferente polaridad. Este es un ensayo sencillo tipico para llevar
adelante un analisis cualitativo del cambio de polaridad inducido en reacciones de
esterificacion (Abraham et al., 2016; Braun & Dorgan, 2009; Cetin et al., 2009; De
Menezes et al., 2009; Fumagalli et al., 2013; Lin et al., 2011; Wang et al., 2007;
Yuan et al., 2006).

En la Figura 5.15 se reunen como ejemplo fotografias de las suspensiones de
los CNC nativos y acetilados con un GS de 0,34+0,02 en agua y en cloroformo luego
de su leve sonicacion a 80W durante 3h. El volumen final de las suspensiones fue de
5 mL, con un contenido de CNC liofilizados del 1,7% (p/v). Las muestras se dejaron

reposar durante 25 minutos antes de tomar las fotografias.

Figura 5.15 Fotografias representativas de suspensiones de (a) CNC nativos en
agua, (b) CNC nativos en cloroformo, (c¢) CNC acetilados (GS= 0,34%0,02) en

cloroformo. Fotografias tomadas 25 min después de sonicar las suspensiones.

Los CNC nativos en agua dieron lugar a suspensiones estables (Figura 5.15a),
mientras que en cloroformo sedimentaron rapidamente (Figura 5.15b). Por otro
lado, la disminuciéon de la polaridad de los CNC luego de la acetilacion (GS=
0,34%+0,02) se tradujo en su mejor dispersion en cloroformo, tal como se ilustra en la
Figura 5.15¢. Con el transcurso del tiempo la decantacién de los CNC modificados

también tuvo lugar, pero en mucha menor medida que en la suspension de CNC
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nativos en cloroformo. Estos resultados demuestran que la ruta organocatalitica de
acetilacion de CNC aplicada resultd capaz de reducir significativamente su

polaridad.

5.3 Conclusiones del Capitulo 5

En el presente Capitulo se extendid con éxito la ruta de acetilacion a
membranas enteras de BNC y CNC de origen vegetal. Los ensayos de caracterizacioén
confirmaron la introduccién de grupos acetilo en ambos sustratos y que la
derivatizacidén no afectd su estructura cristalina. En el caso de los CNC, si bien se
redujo su estabilidad térmica, este efecto no restringiria su uso en la preparacion de
compuestos con matrices poliméricas tipicas procesados por extrusion. Por otro lado,
si bien la derivatizacion de los CNC se llevo a cabo sobre un polvo liofilizado donde
los CNC conservaron cierto grado de agregacion durante la reaccion (limitando asi
la efectividad de la hidrofobizacion a la superficie de los agregados); se pudo
comprobar cualitativamente la reduccion de la polaridad de los CNC acetilados que
se dispersaron mucho mas facilmente que su contraparte nativa en un solvente

organico de baja polaridad como es el cloroformo.
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6.Nanocompuestos de PLA/BNC acetilada

En los Capitulos 4 y 5 se demostro que por la ruta propuesta y manipulando las
condiciones de reaccion es posible acetilar todos los sustratos nanocelulosicos ensayados
(nanofibras de BNC, membranas enteras de BNC y CNC) y lograr la hidrofobizacion
requerida sin afectar su ultraestructura. En funcion de estos resultados, el objetivo final
de la Tesis fue utilizar las nanocelulosas modificadas como refuerzo de una matriz de
PLA. Si bien se prepararon compuestos con todos los sustratos nanocelulosicos acetilados
durante el desarrollo de este Trabajo de Tesis, en este Capitulo se resumen unicamente
los resultados obtenidos para los compuestos de nanofibras de BNC y PLA. A lo largo
del Capitulo se muestran los resultados obtenidos al evaluar el efecto del GS de la BNC y
del porcentaje de refuerzo sobre las principales propiedades de los materiales compuestos

preparados.
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6.1 Introduccion

Algunas de las matrices poliméricas comerciales habitualmente utilizadas
para la preparacion de materiales compuestos son las resinas de tipo poliéster,
fenodlicas, epoxi y acrilicas, asi como también el polietileno, polipropileno y
poliestireno. Estos materiales suelen estar reforzados con fibras sintéticas como fibras

de carbono, vidrio y algunas poliamidas (Bogue 2011; Jones 1999).

En las ultimas décadas, y en el contexto de la creciente concientizacién de la
sociedad en lo que respecta al cuidado del medio ambiente, y en particular al dafio
ambiental asociado a la disposicién final de los polimeros tradicionales, ha crecido
el interés por el desarrollo de materiales biodegradables con propiedades comparables
a las de los materiales convencionales. Dentro de este grupo de materiales se pueden
mencionar algunos polimeros tales como los polihidroxialcanoatos,
polihidroxibutiratos, acido poliglicélico, policaprolactona, succinato de polibutileno
y acido polilactico; que en distinta medida se han ido posicionado como candidatos
para sustituir los polimeros no biodegradables usados convencionalmente. Sin
embargo, aunque la biodegradabilidad de estos materiales representa una ventaja
importante, algunas de las propiedades necesarias para su utilizacién en diversas
aplicaciones no son del todo satisfactorias (Mohantya, Misraa, & Hinrichsen,
2000). En este sentido, en los ultimos afios se han publicado numerosos articulos
enfocados en mejorar las propiedades de los polimeros biodegradables preparando
materiales compuestos que, por ejemplo, utilicen como refuerzo fibras de origen

natural (Berglund & Peijs, 2010; Mohantya et al., 2000).

Segun se detall6 oportunamente en la Introduccién general, una de las
matrices poliméricas biodegradables mas estudiadas en los tltimos afos es el PLA,
un poliéster alifatico, termopldstico, biocompatible y bioabsorbible, de alta
resistencia y alto modulo que puede producirse a partir de recursos renovables.
Ademas, el PLA puede procesarse con el equipamiento habitualmente usado para

polimeros termoplasticos convencionales (Farah et al., 2016).

A pesar de las multiples ventajas mencionadas, el PLA es un material
relativamente fragil, con baja resistencia al impacto, baja resistencia térmica, baja

capacidad de cristalizacion, y una reducida propiedad de barrera a gases como
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oxigeno y vapor de agua, que limitan alguna de sus aplicaciones (Farah et al., 2015;

Raquez et al., 2013; Singh et al., 2003).

Como se menciond anteriormente, una de las estrategias mas comunmente
usadas para mejorar las propiedades de los polimeros biodegradables es el refuerzo
con fibras de origen natural. En particular, en el caso del PLA hay numerosos
informes de la preparacion de compuestos de PLA con fibras de celulosa de seccién
nanométrica, debido a las interesantes propiedades mecanicas y térmicas de la
nanocelulosa, ademas de su biodisponibilidad, renovabilidad y biodegradabilidad
(Raquez et al., 2013). Sin embargo, y, en base a la ya descripta incompatibilidad
quimica de estos sustratos nanoceluldsicos altamente hidrofilicos con las matrices
hidrofébicas como el PLA, sus materiales compuestos se deben preparar en presencia
de surfactantes o requieren de la hidrofobizacidn previa de la celulosa para facilitar

la dispersion en la matriz.

En este sentido, una de las herramientas mdas comunmente usada para
hidrofobizar nanocelulosas a compatibilizar con el PLA es la esterificacion vy,
particularmente, la acetilacién (Almasi, Ghanbarzadeh, Dehghannya, & Entezami,

2015; Lee et al., 2009; Tomé et al., 2011; Zhang, Li, Lin, & Rong, 2013).

En lo que respecta a la preparacion de nanocompuestos de PLA con celulosa
nanofibrilada acetilada de origen vegetal, se puede citar el trabajo de Trifol y
colaboradores, quienes prepararon por casting compuestos de PLA y CNF
acetiladas, y evaluaron el efecto del porcentaje de refuerzo (1, 3 y 5% (p/p)). Los
autores observaron una disminucion importante en la permeabilidad al oxigeno y al
vapor de agua, y una mejora en las propiedades termomecanicas del material (Trifol

et al., 2016).

En este contexto, se puede citar también el trabajo de Tingaut y colaboradores
quienes prepararon por casting compuestos de PLA y CNF acetiladas con distintos
GS, y evaluaron el efecto del porcentaje de refuerzo (5, 10y 17% (p/p)). Los autores
informaron una mejor dispersién de las CNF a medida que aumentaba el porcentaje
de acetilacion para todos los porcentajes de refuerzo utilizados. Ademas, observaron
una mejora significativa en las propiedades viscoelasticas de los nanocompuestos

cuando utilizaron CNF derivatizadas (Tingaut et al., 2010).
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En cuanto al uso de la BNC acetilada en la preparacién de nanocompuestos
de matriz de PLA, uno de los trabajos que se puede mencionar es el de Tomé y
colaboradores, quienes prepararon nanocompuestos de PLA con BNC acetilada (GS
0,02) en diferentes porcentajes de refuerzo (1, 4, 6% (p/p)). El material acetilado
mostrd una mayor compatibilidad con la matriz que su contraparte nativa, hecho que
se manifestd en un aumento de la transmitancia de las peliculas obtenidas. En todos
los casos las propiedades mecanicas de los compuestos que involucraron BNC
acetilada (mddulo de Young y la resistencia a la traccidn), fueron superiores a las de
la matriz de PLA y también a las del compuesto con BNC sin modificar; y se

incrementaron con el porcentaje de refuerzo (Tomé et al., 2011).

En este contexto, en este Capitulo se presentan los resultados obtenidos al
preparar por casting y caracterizar nanocompuestos de PLA y BNC derivatizada por
la ruta de acetilacion propuesta. Se muestra también el efecto del GS de la BNC y del

porcentaje de refuerzo en las propiedades de los materiales obtenidos.

6.2 Resultados y discusion

6.2.1 Nanocompuestos de PLA con BNC acetilada con diferentes GS

6.2.1.1 Obtencion de los nanocompuestos

Los nanocompuestos se prepararon por casting siguiendo el protocolo
descripto en la Seccion 2.4. En todos los casos se utilizd un porcentaje de refuerzo
del 3% (p/p) y se evalu¢ la influencia de la variacion del GS (0,25%0,02; 0,49+£0,03;

0,61+0,02) en las propiedades de los materiales obtenidos.

Durante la preparacién de los nanocompuestos (Figura 6.1) fue necesario
intercambiar el solvente de la suspensiéon de BNC desde agua hasta cloroformo. En
todos los casos, para la BNC acetilada las suspensiones fueron estables y permitieron
durante todos los pasos de homogeneizacion conservar las nanofibras de BNC
dispersas en el solvente de trabajo. Por el contrario, para la BNC nativa, dada su alta
hidrofilicidad, la agregacion de las nanofibras en el cloroformo fue uno de los

mayores inconvenientes a la hora de preparar los nanocompuestos.
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6.2.1.2 Caracterizacion de los nanocompuestos

6.2.1.2.1 Analisis de transparencia por UV-Visible

En la Figura 6.1 se muestran fotografias de las peliculas obtenidas después de
la evaporacion del solvente. Como se observa, la pelicula de la matriz de PLA pura
es transparente, mientras que en el caso del nanocompuesto preparado con BNC
nativa se observan multiples agregados debido a la incompatibilidad quimica de la
celulosa con la matriz hidrofébica de PLA, que disminuyen su transparencia.
Observaciones similares fueron informadas por Tingaut y colaboradores, cuyos
nanocompuestos de PLA y celulosa nanofibrilada vegetal presentaron un color
blancuzco como resultado de la formacién de agregados del refuerzo (Tingaut et. al,
2010).

PLA/BNC nativa

T P N IR PN

&

CONICET CONICET CONICET

U B. A \ A . B A

PLA/BNC (GS=0,25+0,02) | PLA/BNC (GS=0,49:0,03) [l PLA/BNC (GS= 0,61:0,02)

Il P N L g
CONICET CONICET
U B A A

Figura 6.1 Fotografias de las peliculas del PLA y sus nanocompuestos con BNC
nativa y acetiladas (GS= 0,25%0,02; 0,49+0,03; 0,61£0,02).

Por otro lado, en todos los casos las peliculas de los nanocompuestos con

BNC acetilada presentaron un aspecto homogéneo a simple vista, que confirmé la
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mejor dispersion de la nanocelulosa acetilada en la matriz. Es de destacar que no se

apreciaron diferencias significativas entre las peliculas con BNC de diferente GS.

Ademas, se adquirieron los espectros UV-visible (Figura 6.2) de la matriz de
PLA pura como referencia de la transparencia inicial del material, y de los
nanocompuestos de PLA/BNC nativa y acetilada con un GS intermedio de
0,49+0,03. Las curvas de transmitancia se adquirieron en varios puntos de cada una
de las muestras, con el fin de contemplar la posible variabilidad en el espesor de la
pelicula. En concordancia con las fotografias incluidas en la Figura 6.1, el espectro
de la pelicula que contenia la BNC acetilada fue muy similar al del PLA puro, lo que
confirmé la mejor dispersion de las nanofibras acetiladas en la matriz.
Contrariamente, el espectro del nanocompuesto de PLA y BNC nativa mostrd
valores de transmitancia muy inferiores a los de la matriz de PLA. Otros autores
obtuvieron resultados similares a los presentados en este Capitulo como
consecuencia de la compatibilizacion entre las nanofibras de celulosa y la matriz de
PLA inducida por la derivatizacion del refuerzo (Kim et al., 2009; Tomé et al.,

2011).
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S PLA/BNC (GS= 0,49+0,03)
.§ ‘
s 30 L
g ~ PLA/BNC nativa
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Figura 6.2 Espectro UV-visible del PLA y sus nanocompuestos con BNC nativa y
acetilada (GS= 0,49%0,03).
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6.2.1.2.2 Estudio morfoldgico por FESEM

La Figura 6.3 retne las micrografias de FESEM de las superficies
criofracturadas de la matriz de PLA y de los diferentes nanocompuestos. En
concordancia con los resultados obtenidos al estudiar la transparencia de las
peliculas, en la Figura 6.3a se observan los agregados de la BNC nativa en la matriz
de PLA. Por otra parte, en los nanocompuestos que contenian BNC acetilada, se
observaron nanofibras mucho mejor dispersas en la matriz debido al aumento de la

compatibilidad quimica por la derivatizacion (Figura 6.3b-d).
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Figura 6.3 Micrografias de las superficies criofracturadas de los nanocompuestos
con (a) BNC nativa, (b) acetilada (GS 0,25%0,02), (c) acetilada (GS 0,49+0,03), (d)
acetilada (GS 0,6110,02).

En la bibliografia del tema, otros autores también observaron
comportamientos similares en lo que respecta a la interaccion de las nanofibras

acetiladas con la matriz. Por ejemplo, en los trabajos de Tomé y Zhang, los autores
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informaron que en las micrografias de los nanocompuestos con nanofibras acetiladas
de BNC no se lograron distinguir las nanofibras en la superficie criofracturada de la
matriz de PLA, y atribuyeron tal observacion a la mejorada compatibilidad y al mejor

contacto interfacial entre las dos fases (Tomé et al., 2011; Zhang et al., 2013).

Por otro lado, al comparar las micrografias de los nanocompuestos con la
BNC acetilada con diferentes GS (Figura 6.3b-d), aunque en todos los casos la
dispersion de la BNC fue mucho mejor en comparacion con la de la BNC nativa, no

se observaron diferencias significativas en funcién del GS en los casos estudiados.

6.2.1.2.3 Propiedades térmicas por DSC

Las propiedades térmicas de la matriz de PLA y de los diferentes
nanocompuestos con BNC nativa y acetiladas (GS= 0,25%0,02; 0,49+0,03 y
0,61£0,02) se evaluaron por DSC.

En la Figura 6.4 se reunen los termogramas obtenidos después del primer

escaneo de calentamiento (T ambiente—200°C, 10°C/min).

PLA/BNC (GS=0,61%0,02)

PLA/BNC (GS= 0,49%0,03)

PLA/BNC (GS= 0,25%0,02)

Flujo de calor
(endo =—)

PLA/BNC nativa

T T T T T T T T T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)

Figura 6.4 Termogramas del primer calentamiento del PLA y sus nanocompuestos
con BNC nativa y acetiladas (GS= 0,25%0,02; 0,49+0,03; 0,61+0,02).
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Al igual que la matriz de PLA, todos los nanocompuestos presentaron un
unico pico endotérmico (T,,) centrado entre 151 y 152°C, dependiendo de la muestra,
correspondiente a la fusion de la fase cristalina del PLA presente en los compuestos
(Tabla 6.1). A partir de los valores obtenidos de AH,,, que en todas las muestras
estuvo entre 32y 34 J/g, se determino el grado de cristalinidad de las peliculas, que

estuvo entre 35y 37%.

Estos valores indicaron que en los sistemas estudiados la presencia de las
nanofibras de celulosa no tiene un efecto significativo sobre la cristalinidad del PLA

en concordancia con otros datos bibliograficos (Lee et al., 2009).

En la Figura 6.5 se muestran los termogramas del escaneo de enfriamiento

realizado para todas las muestras (200°C— -25°C, 10°C/min).

PLA/BNC (GS= 0,61%0,02)

/fm

PLA/BNC (GS= 0,49+0,03)

/Mm

PLA/BNC (GS= 0,25+0,02)
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~~~
o
°
c
: [
: H N—r

PLA/BNC nativa

——— 1 1 1 T T T T T T T
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Figura 6.5 Termogramas del enfriamiento del PLA y sus nanocompuestos con
BNC nativa y acetiladas (GS= 0,25%+0,02; 0,49+0,03; 0,61£0,02).
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Durante el enfriamiento con la velocidad utilizada (10°C/min) no se

observaron picos de cristalizacion (T.) ni para la matriz de PLA ni para los

nanocompuestos con BNC acetilada con diferentes GS. Lo anterior se puede atribuir

a la lenta cristalizacion del PLA descripta en la literatura (Quero et al., 2010). Por el

contrario, cuando se usé como refuerzo la BNC nativa, se observd un pequeno pico

de cristalizacion centrado en 96°C. La presencia de este nuevo pico en los

nanocompuestos con BNC nativa puso de manifiesto la capacidad de la nanocelulosa

sin derivatizar para inducir parcialmente la cristalizacion del PLA, incluso a

velocidades de enfriamiento relativamente altas. Por otro lado, en todos los casos, la

temperatura de transicion vitrea (T,) se observo a una misma temperatura de 59°C,

tal como se informa en la literatura para este polimero (Farah et al., 2016).

Primer Enfriamiento Segundo calentamiento
calentamiento
Muestra Tm | AH, | X T | Tc | AHc | Tee | AHee | T | AHm
(CC) |3/ | (%) | (CCO)| (C) | J/g) | (CO) | (/g | (CCO) | /)
PLA 151 | 32 35 |59 |- - - - -
PLA/BNC nativa | 151 | 34 36 |59 (9% |54 107 | 14 149 | 21
y
153
PLA/BNC (GS= 151 | 33 36 |59 |- 129 |5 152 | 6
0,25%0,02)
PLA/BNC (GS= 152 | 34 37 |59 |- 127 | 16 151 | 17
0,4910,03)
PLA/BC (GS= 152 | 34 37 |59 |- 117 |23 150 |25
0,61%0,02)

Tabla 6.1 Propiedades térmicas del PLA y sus nanocompuestos con BNC nativa y
acetiladas (GS= 0,25%0,02; 0,49+0,03; 0,61+0,02).
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Finalmente, durante el segundo escaneo de calentamiento (-25°C—200°C,
10°C/min) (Figura 6.6) en todos los termogramas se observo la T, a la temperatura
esperada. Por otro lado, para la matriz de PLA, no se observd ningin pico
exotérmico de cristalizacion en frio ni su correspondiente fusion. Por el contrario, en
el termograma del nanocompuesto con BNC nativa, se observd un pico exotérmico
de cristalizacion y un doble pico endotérmico de fusidon (cuyo origen se discutira mas
adelante en detalle), que confirmaron el efecto nucleante de la BNC nativa sobre la
matriz de PLA como ha sido informado previamente por otros autores (Ganf,
Nechwatal, Frankenfeld, & Schlufter, 2012; Lee et al., 2009; Ludde, Pivsa-Art,
Sirisansaneeyakul, & Pechyen, 2014; Panaitescu et al., 2017). Por otra parte,
durante el segundo calentamiento el nanocompuesto con la BNC con menor grado
de acetilacion (GS=0,25%0,02), mostro picos de cristalizacion y fusion mucho menos
intensos y a una mayor temperatura de cristalizacién en frio. La magnitud de ambos
picos se incrementd con el nivel de acetilacion conferido a la BNC. Ademas, a
medida que se usaron refuerzos con mayor GS se observaron menores temperaturas
de cristalizacién de los compuestos, aunque siempre superiores a las de la BNC
nativa. Evidentemente, la naturaleza quimica de la superficie de la BNC, y por ende
su dispersabilidad y compatibilidad relativa con la matriz hidrofobica de PLA, jugd
un rol fundamental en controlar la posibilidad de cristalizacion del poliéster. Lo
anterior es, probablemente, una consecuencia de fendmenos contrapuestos asociados
a 1) la difusién y plegado de las cadenas de PLA que se ven parcialmente impedidos
como consecuencia de la compatibilizacion (Cyras, D’ Amico, & Manfredi, 2017),

y ii) los efectos de nucleacion inducidos por la dispersion relativa de los refuerzos.
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PLA/BNC (GS= 0,61+0,02)

PLA/BNC (GS= 0,49+0,03)

PLA/BNC (GS= 0,25%0,02)
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Figura 6.6 Termogramas del segundo calentamiento del PLA y sus
nanocompuestos con BNC nativa y acetiladas (GS= 0,25+0,02; 0,49%0,03;
0,61+0,02).

6.2.1.2.4 Estudio de cristalinidad por DRX

Los patrones de difraccion de rayos X de la matriz de PLA y los diferentes
nanocompuestos con BNC nativa y acetiladas se presentan en la Figura 6.7. El
difractograma del PLA (Figura 6.7b) mostré dos picos de mayor intensidad a valores
de 20=16,8° y 19,2° en concordancia con los difractogramas de otros PLA
semicristalinos (Dai, Cao, & Wang, 2016; Teixeira et al., 2014). También se

observaron picos de menor intensidad en 20 = 15,0° y 22,4°.

Con el fin de identificar posibles contribuciones cristalinas en los
nanocompuestos provenientes de la BNC, se presenta en la misma Figura el patron
de difraccion de rayos X de la BNC nativa (Figura 6.7a). Como ya se ha detallado
en profundidad en los Capitulos previos de esta Tesis, tanto la nanocelulosa nativa
como las acetiladas presentan picos de difraccidn tipicos de la celulosa I centrados
en 20= 14,4° (101), 16,7° (10-1), 20,1° (021), 22,5° (002), y 34,4° (040) (Johnson
Ford et al., 2010). Como se puede observar en la Figura 6.7, en los difractogramas

de los nanocompuestos no se observd una contribucién significativa de los picos
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caracteristicos de la celulosa (Figura 6.7 c-f). Estos resultados difieren de los
informados por otros autores, en los cuales la naturaleza méas amorfa del PLA que
utilizaron permiti6 observar la aparicion de los picos cristalinos de la BNC,
especialmente cuando se utilizaron altos porcentajes de refuerzo (Frone, Berlioz,

Chailan, & Panaitescu, 2013; Xu, Wu, & Wang, 2017).

/JJL*JJLA/BNC (GS=0,49£0,03) (e)
/Jj\\k\/\ELA/BNC (GS=0,25+0,02) (d)
J&w PLA (b)
M BNC nativa (a)

T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

260
Figura 6.7 Patrones de DRX de (a) BNC nativa, (b) PLA, (c) PLA/BNC nativa,

(d) PLA/BNC acetilada (GS 0,25%0,02), (e) PLA/BNC acetilada (GS 0,49%0,03),
() PLA/BNC acetilada (GS 0,61+0,02).

Intensidad (u.a.)

Con respecto al grado de cristalinidad de las peliculas y, de acuerdo con los
resultados previos de calorimetria, ni la BNC nativa ni la acetilada tuvieron efectos
significativos sobre la cristalinidad de los nanocompuestos, con valores en un
intervalo de 36-41% para todas las muestras. Ademas, al comparar los patrones de

DRX de los nanocompuestos y el PLA, no se evidenciaron cambios en los picos o en
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sus posiciones que pudieran suponer cambios en la estructura cristalina del PLA

asociados con la incorporacion del refuerzo.

6.2.1.2.5 Propiedades mecanicas por traccion uniaxial

El estudio de las propiedades mecanicas de los materiales se llevd a cabo

mediante ensayos de traccién uniaxial. Las curvas tipicas de tension-deformacion

para todas las peliculas (PLA y sus nanocompuestos) se resumen en la Figura 6.8.
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Figura 6.8 Curvas de esfuerzo de traccioén vs deformacion del PLA y sus

nanocompuestos con BNC nativa y acetiladas (GS= 0,25+0,02; 0,49%0,03;

0,61£0,02).

Como se observa en la Figura, la matriz de PLA present6é un comportamiento

completamente ductil, caracterizado por la presencia de un punto de fluencia,

seguido de un ablandamiento por deformacion y una meseta significativa antes de la

fractura final (Young & Lovell, 1991). Por otra parte, los nanocompuestos
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mostraron un comportamiento mas fragil y fallaron después de una deformacion

plastica limitada.

De las curvas presentadas en la Figura 6.8 se obtuvieron los diferentes
parametros de traccién utilizados para caracterizar mecanicamente todos los
materiales (modulo de Young, resistencia a la traccion, porcentaje de deformacion),

los cuales se presentan en la Tabla 6.2, con sus desviaciones estandar.

Muestras Modulo de Resistencia a Deformacion

Young la traccion (%)
(MPa) (MPa)

PLA 2221+174 40+1 5117

PLA/BNC nativa 19324124 3542 1217

PLA/BNC (GS=0,25+0,02) | 2480+139 45+4 114

PLA/BNC (GS=0,49+0,03) | 2323£135 40+2 1015

PLA/BNC (GS=0,61%0,02) | 2542+133 46+1 9+4

Tabla 6.2 Parametros de traccion del PLA y sus nanocompuestos con BNC nativa
y acetiladas (GS= 0,25%0,02; 0,49+0,03; 0,61+0,02).

A pesar de la reconocida resistencia y rigidez de la BNC nativa, su
incorporacion en la matriz de PLA fue perjudicial para el comportamiento mecanico
del material, lo cual se atribuy6 a la agregacion de las nanofibras de BNC nativa
dentro de la matriz hidrofébica, que restringio la adhesion interfacial y transferencia

de carga apropiadas.

Por otro lado, la mejor dispersion e interaccion de la BNC acetilada con la
matriz hidrofébica de PLA condujo a un ligero mejoramiento de la rigidez (modulo
de Young) y de la resistencia a la traccion. Estos mejoramientos son similares a los
informados por otros autores para nanocompuestos de PLA/BNC preparados con el
mismo porcentaje de refuerzo (Lee et al., 2009; Lee & Bismarck, 2016; Panaitescu,
Frone, & Chiulan, 2016). En cuanto a la ductilidad de los nanocompuestos,
caracterizada por la deformacién a la rotura, se vio que era significativamente menor
respecto a la matiz pura de PLA como consecuencia de la incorporacién de un

relleno mas rigido en la matriz ductil (Pérez, Fama, Pardo, Abad, & Bernal, 2012).

164



Sin embargo, y en concordancia con los resultados previos hasta aqui mostrados, no
se observaron diferencias significativas en los parametros de traccion al utilizar como

refuerzo BNC acetilada con los diferentes GS conferidos (Tabla 6.2).

Una vez analizado el efecto de la modificacion del refuerzo en las propiedades
de los compuestos (para un contenido fijo de BNC), en la siguiente Seccion se evalua

el efecto de aumentar el porcentaje de refuerzo para un GS definido.

6.2.2 Nanocompuestos de PLA con diferente porcentaje de BNC acetilada
6.2.2.1 Obtencion de los nanocompuestos

Para el estudio de la influencia del porcentaje de refuerzo sobre las
propiedades de los nanocompuestos, las peliculas se prepararon en las condiciones
experimentales descriptas anteriormente. Para este analisis se utilizé6 BNC acetilada
con un GS intermedio entre los utilizados en la Seccion anterior (0,49+0,03) y se

definieron porcentajes de refuerzo de 3, 5y 10% (p/p).

6.2.2.2 Caracterizacion de los nanocompuestos

6.2.2.2.1 Analisis de transparencia por UV-Visible

Analogamente al estudio realizado en la Seccidén anterior, se realizdé una
inspeccion visual de las peliculas y se adquirieron sus espectros UV-visible para
evaluar la dispersion de los refuerzos en la matriz. La transparencia de las peliculas
estd relacionada con la eficacia de la dispersion de los refuerzos en la matriz de PLA,
dado que si el refuerzo no estd en la nanoescala (nanofibras agregadas), la
transmitancia a la luz del material se reduce debido a un aumento en la dispersion de
la luz (Kim et al., 2009). Al igual que en la Seccion anterior, la acetilacion de la
nanocelulosa permitié obtener peliculas mucho mas transparentes que en el caso de
la celulosa nativa. Adicionalmente, de la Figura 6.9 se desprende que la adicién de
mayores porcentajes de BNC nativa conlleva a la reduccion gradual de la

transparencia de las peliculas.

165



Figura 6.9 Fotografias de las peliculas del PLA y sus nanocompuestos con 3, 5y
10% (p/p) de BNC nativa y acetilada (GS=0,49%0,03).

Estas observaciones cualitativas son consistentes con los espectros UV-visible
de las muestras analizadas (Figura 6.10) que ilustran la progresiva reduccién de la
transmitancia en todo el rango de longitud de onda analizado con el aumento del
porcentaje de BNC nativa en las peliculas. Si bien se observé un fenémeno similar
para los compuestos reforzados con BNC acetilada, en este ultimo caso fue posible
incorporar una mayor proporcion de refuerzo con una disminucion equivalente en la

transparencia.
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Figura 6.10 Espectros UV-visible del PLA y sus nanocompuestos con 3, 5y 10%
(p/p) de BNC nativa y acetilada.

6.2.2.2.2 Estudio morfologico por FESEM

Las micrografias SEM de la superficie de fractura de los distintos
nanocompuestos se muestran en la Figura 6.11. Independientemente del contenido
de relleno, las imagenes indican que las peliculas que contienen las nanofibras
acetiladas presentaron superficies de fractura mas uniformes y con menor evidencia
de agregacion de las nanocintas de celulosa que en el caso de las peliculas con BNC
nativa. En este ultimo caso, en las superficies de fractura se pudo observar la
presencia de huecos alrededor de los agregados de mayor tamafio, asi como
numerosos agujeros en la matriz de PLA. Observaciones similares fueron informadas
por Mathew y colaboradores para matrices de PLA reforzadas con celulosa
microcristalina sin derivatizar (Mathew, A. P., Oksman, K., & Sain, M., 2005).
La morfologia mas homogénea observada en los nanocompuestos con BNC
acetilada (es decir, la mejor dispersion del refuerzo) pone una vez mas en evidencia

la mayor compatibilidad entre refuerzo y matriz inducida por la acetilacién de las
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nanofibras. Resultados similares fueron informados por otros autores para sistemas
en los que la nanocelulosa usada como refuerzo del PLA fue previamente

hidrofobizada (Tomé et al., 2011).

TR
PDA/BNCyativa

Figura 6.11 Micrografias de las superficies criofracturadas del PLA,
y sus nanocompuestos con 3, 5y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.
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6.2.2.2.3 Propiedades térmicas por DSC

En la Figura 6.12 se presentan las curvas del primer calentamiento para el
PLA y los nanocompuestos preparados con los diferentes porcentajes de BNC nativa
y acetilada (3, 5, 10% (p/p)). En todos los casos los nanocompuestos exhibieron un
comportamiento térmico similar al del PLA, independientemente del porcentaje de

refuerzo incorporado y de si el mismo estaba derivatizado o no.

— PLA
—— PLA/BNC nativa
—— PLA/BNC acetilada
10% (p/p)
—
L
8 —_
° 5% (p/p) l
us]
.S o
3% (/)| —
T T T LI LI T T LI T 1 1 T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Figura 6.12 Termogramas del primer calentamiento del PLA y sus

nanocompuestos con 3, 5y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.

La T,, en todas las muestras se observo en el rango de 149 a 152°C , y los
grados de cristalinidad calculados a partir de las entalpias de fusidén estuvieron entre
32 y 36%. Ademas, se vio que el grado de cristalinidad del PLA no se vio afectado
por los refuerzos, ni siquiera cuando se utilizaron altos porcentajes de nanofibras

(10% (p/p)) (Tabla 6.3).
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Las curvas de enfriamiento se reinen en la Figura 6.13. Como se menciond
anteriormente, la velocidad de enfriamiento utilizada no fue lo suficientemente lenta
para inducir la cristalizacién del PLA (Quero et al., 2010). El mismo resultado se
obtuvo para los nanocompuestos reforzados con BNC acetilada,
independientemente del porcentaje de refuerzo utilizado. Por el contrario, los
nanocompuestos preparados con BNC nativa, que presentaron cantidades
importantes de aglomerados, mostraron un pico de cristalizacion durante el
enfriamiento centrado a 96°C. En este ultimo caso, se observd un incremento
paulatino de la entalpia de cristalizacion en funcion del porcentaje de BNC nativa

utilizado (Tabla 6.3). En todos los casos la T, se observo entre 58 y 59°C.

— PLA
—— PLA/BNC nativa
—— PLA/BNC acetilada

N

Fluyjo de calor
(endo =—)

1 1~ 1 1 1 1~ T "~ 1T "~ 1T "~ T1T°
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Figura 6.13 Termogramas de enfriamiento del PLA y sus nanocompuestos con 3, 5

y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.
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Primer Enfriamiento Segundo calentamiento
calentamiento
Muestra Tn | AH, | X T, T. AHc Te AHcc Tn AH.,
O | J/g) [ (0) | CO) | (CO) | J/g) | (O | (/9 O J/g)
PLA 150 30 32 58 - - -
PLA/BNC 152 31 34 59 96 3 111 16 149 y153 20
nativa 3% (p/p)
PLA/BNC 149 32 36 59 96 6 108 13 147y 152 | 23
nativa 5% (p/p)
PLA/BNC 149 29 35 58 98 9 102 10 147y 152 | 22
nativa 10% (p/p)
PLA/BNC 152 32 35 59 - - 118 22 150 24
acetilada 3%
(»/p)
PLA/BNC 152 30 35 59 - - 117 23 150 24
acetilada 5%
(»/p)
PLA /BNC 152 29 34 58 - - 114 16 150 19
acetilada 10%
(»/p)

Tabla 6.3 Propiedades térmicas del PLA y sus nanocompuestos con 3, 5y 10%

(p/p) de BNC nativa y acetilada.

Por otra parte, en el segundo calentamiento se observd que la adicién de

nanofibrillas de BNC, tanto nativas como derivatizadas, tuvieron un profundo

impacto en la cristalizacién del PLA (Figura 6.14). Mientras que para la pelicula de

PLA se observo unicamente la T, del polimero, para los nanocompuestos se observo

también la presencia de un pico de cristalizacion seguido del pico de fusion de los

cristales, sugiriendo nuevamente el rol de los refuerzos como agentes nucleantes.
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Figura 6.14 Termogramas del segundo calentamiento del PLA y sus

nanocompuestos con 3, 5y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.

En el caso de los compuestos con BNC nativa la cristalizacion en frio se dio
a menores temperaturas y con menor AHqc que en el caso sus contrapartes acetiladas.
Ademas, otra diferencia significativa en los termogramas como consecuencia de la
acetilacion de la BNC, es el doble pico de fusién que muestran los compuestos con
la BNC nativa, en contraposicion con el pico tnico de fusion de los compuestos con
la BNC derivatizada. Este comportamiento con un doble pico de fusidén ha sido
previamente atribuido a la presencia de cristales pequefios e imperfectos (Arrieta et
al., 2014, Bitinis et al., 2013; Fortunati et al, 2015). Estos cristales imperfectos se
transformarian luego en cristales mas estables por fundido y recristalizacion a bajas
temperaturas de calentamiento. La existencia de ese doble pico unicamente en los
nanocompuestos con BNC nativa es una prueba mas de la mayor habilidad para
recristalizar del PLA derivada de la mayor movilidad molecular del polimero en
presencia de un relleno incompatible. Por el contrario, las mayores temperaturas de
cristalizacion en frio y la fusidén en una sola etapa observada en los nanocompuestos
PLA/BNC acetilada puede atribuirse a la movilidad restringida de las cadenas de

polimero inducida por la mayor compatibilidad entre el PLA y la BNC acetilada.
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6.2.2.2.4 Estudio de cristalinidad por DRX

Los patrones de DRX de la matriz de PLA y los nanocompuestos con un 10%

(p/p) de BNC nativa y acetilada se presentan en la Figura 6.15.

PLA/BNC acetilada (10% (p/p)) (d)

PLA/BNC nativa (10% (p/p)) (c)

Intensidad (u.a.)

BNC nativa (a)

T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

26

Figura 6.15 Patrones de DRX para (a) BNC nativa, (b) PLA, (c) PLA/BNC nativa
10% (p/p), (d) PLA/BNC acetilada 10% (p/p).

Para este contenido de refuerzo fue posible observar en los difractogramas la
presencia de los picos tipicos de la celulosa. En este sentido, ademas de los picos
cristalinos centrados en 20=16,8° y el pico menos intenso en 20=19,2° tipicos de un
PLA semicristalino (Dai et al., 2013; Tabi, Sajo, Szabo, Luyt, & Kovacs, 2010;
Wang, Funari, & Mano, 2006), se observa en los difractogramas presentados en la
Figura 6.15c-d la presencia de un pico cristalino en 26=22,5° asociado con el plano
(002) de la celulosa bacteriana. Si bien el PLA tiene un pico menor centrado en
20=22,4°, el marcado incremento de su intensidad en los nanocompuestos con 10%

(p/p) de BNC nativa o acetilada es claro. Debido al solapamiento de las sefiales del
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PLA utilizado en esta Tesis y de la celulosa, los picos tipicos de la BNC no pudieron

ser observados cuando los contenidos de refuerzo fueron del 3% (Figura 6.7).

A partir de los datos de rayos X se calculd también la cristalinidad de las
peliculas que estuvo en torno al 37- 39%. Estos valores de grado de cristalinidad son
congruentes con los valores obtenidos a partir del primer escaneo de calentamiento

en el DSC, que estuvieron en el rango de 32 a 36 % para las mismas muestras.

6.2.2.2.5 Propiedades mecanicas por traccion uniaxial

Enlo que refiere a las propiedades mecanicas de los materiales compuestos
preparados en este Capitulo, en el ensayo de traccidon uniaxial la pelicula de PLA
mostré un comportamiento duactil; mientras que todos los nanocompuestos
resultaron mucho mas fragiles, en concordancia con las observaciones previas
(Seccion 6.2.1.2.5). Los valores de los parametros de traccion se presentan en las

Figuras 6.16 a 6.18 como valores relativos respecto de la matriz de PLA.
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Figura 6.16 Valores de modulo de Young de los nanocompuestos de PLA/BNC
con 3,5y 10 % (p/p) de BNC nativa y acetilada. (Valores relativizados respecto de
la matriz pura de PLA (E..)).
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Como se puede observar en estas Figuras, e independientemente del
contenido de relleno, la incorporacion de la BNC nativa en la matriz de PLA
conllevo a una reduccidn en la rigidez y en la resistencia de los compuestos como
resultado de la agregacion y la dispersion deficiente de las nanocintas hidrofilicas
de celulosa en la matriz de PLA de mucha menor polaridad. Ademas, se infiere
que la pobre adhesion interfacial entre los componentes del compuesto redujo la
habilidad para la transferencia de esfuerzos de la matriz al refuerzo, limitando asi
la resistencia en traccion de los nanocompuestos (Oksman, Skrifvars, Sellin, &

2003).
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Figura 6.17 Valores de resistencia a la traccion de los nanocompuestos de
PLA/BNC con 3,5y 10 % (p/p) de BNC nativa y acetilada. (Valores relativizados

respecto de la matriz pura de PLA (on)).
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Figura 6.18 Valores de deformacion de los nanocompuestos de PLA/BNC con 3,
5y 10 % (p/p) de BNC nativa y acetilada. (Valores relativizados respecto de la
matriz pura de PLA (e,)).

Por el contrario, la acetilaciéon de la BNC se tradujo en una significativa
mejoria en la dispersion de las nanofibras y en la interaccion matriz/relleno. Como
resultado, la rigidez de las peliculas se increment6 en forma notable, mientras que se

conservo la resistencia original del PLA.

Con el aumento de la carga de BNC acetilada en los compuestos se observo
un progresivo aumento en la rigidez de los materiales, sugiriendo que incluso para el
mayor contenido de refuerzo utilizado (10% (p/p)) la BNC acetilada qued6 bien

dispersa en la matriz de PLA.

Por otro lado, e independientemente de la modificacion de la BNC y su
contenido en las peliculas, la ductilidad de los nanocompuestos se Vio
significativamente reducida con respecto a la matriz de PLA. Este comportamiento
esta asociado a la introduccion en una matriz ductil como el PLA de un relleno rigido

(Pérez et al., 2012).
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6.2.2.2.6 Analisis de permeabilidad al vapor de agua

Los resultados obtenidos de las mediciones de permeabilidad al vapor de agua
(PVA) de las peliculas del PLA puro y de sus nanocompuestos con un 3, 5y 10 %
(p/p) de BNC nativa y acetilada, se presentan comparativamente en la Figura 6.19
y en la Tabla 6.4 . Bajo las condiciones del ensayo (Seccion 2.5.14), para la pelicula
de PLA se obtuvo un valor de PVA de 4,6x10"°+1,4x10"*(Kg/msPa). Los resultados
del ensayo de permeabilidad son muy susceptibles a las condiciones en las que el
ensayo se realizo. Este hecho, sumado a la variedad de acidos polilacticos disponibles
en el mercado, trae como consecuencia que en la bibliografia se encuentren
informados valores bastante disimiles para la permeabilidad al vapor de agua del

PLA (Abdulkhani, Hosseinzadeh, Ashori, Dadashi, & Takzare, 2014; Ludde et
al., 2014)
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Figura 6.19 Permeabilidad al vapor de agua del PLA y sus nanocompuestos con 3,

5y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.
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No obstante, el dato de interés del ensayo es la comparacién de los valores de
PVA del PLA puro con los de los compuestos de PLA/BNC y PLA/BNC acetilada,
y esa comparacion es valida dada que los tres ensayos se realizaron en idénticas

condiciones

Al comparar los valores de PVA de los nanocompuestos con BNC nativa y la
matriz de PLA se observo que, para el sistema de PLA/BNC nativa, los valores de
PVA fueron superiores al del PLA para todos los porcentajes de refuerzo ensayados,
con cambios en el orden de los informados en la bibliografia (Tabla 6.4) (Abdulkhani
et al., 2014; Almasi et al., 2015). Este resultado se puede explicar en base a la
hidrofilicidad de la BNC nativa que redunda en una muy pobre adhesion interfacial

que promueve la transmision de vapor a través de la pelicula.

Muestra (PVA) (Kg /ms Pa)
PLA 4,6x1013+1,4x10
PLA/BNC nativa 3% (p/p) 6,0x10"°+1,4x10
PLA/BNC nativa 5% (p/p) 6,0x10"°+4,2x10
PLA/BNC nativa 10% (p/p) 6,7x10°+6,4x10"
PLA/BNC acetilada 3% (p/p) 3,7x103+7,1x10
PLA/BNC acetilada 5% (p/p) 42x10%+2,1x10"
PLA/BNC acetilada 10% (p/p) 4,5x10"%+1,0x10"

Tabla 6.4 Permeabilidad al vapor de agua obtenidos para el PLA y sus
nanocompuestos con 3, 5y 10 % (p/p) de BNC nativa y acetilada.

Por el contrario, para los nanocompuestos de PLA/BNC acetilada con un
porcentaje de refuerzo del 3% (p/p) los valores de PVA disminuyeron respecto al
valor obtenido para la matriz de PLA. Este resultado se podria atribuir a una
apropiada dispersion del refuerzo que genera un camino tortuoso para las moléculas

de agua (Figura 6.19, Tabla 6.4). Sin embargo, a porcentajes de refuerzo mayores o
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iguales al 5 % el valor de PVA fue similar al de la matriz pura. En funcién de los
datos bibliograficos, lo anterior podria explicarse en términos de cierto grado de
agregacion que podria tener lugar al aumentar el contenido de refuerzo lo que
redundaria en una menor dificultad de las moléculas de agua para atravesar la

pelicula (Almasi et al., 2015; Song, Xiao, & Zhao, 2014).

Por ultimo, el analisis conjunto de todos los resultados deja nuevamente en
evidencia la mejor dispersion del refuerzo en la matriz como consecuencia de su

hidrofobizacién.

6.3 Conclusiones del Capitulo 6

En el presente Capitulo se resumieron los resultados de la preparacion de
materiales compuestos de matriz de PLA utilizando BNC nativa y acetilada como
relleno. Los estudios realizados se enmarcaron en el objetivo final de esta Tesis, que
se centro en evaluar si la acetilacion de las nanocelulosas por la ruta no convencional
implementada efectivamente resultaba eficaz para mejorar la compatibilidad entre el
PLA vy las nanofibras de celulosa. Con este fin, se prepararon por casting peliculas
compuestas en las que se evaluo 1) el efecto del GS de la nanocelulosa utilizando
BNC con tres niveles de GS seleccionados, y 1i) el efecto del porcentaje de refuerzo
acetilado incorporado en la matriz polimérica en tres niveles elegidos. Los materiales
se caracterizaron en términos de transparencia, morfologia de la superficie de
fractura, propiedades térmicas, cristanilidad, propiedades mecéanicas en traccion y

propiedades de barrera al vapor de agua.

Los resultados obtenidos pusieron en absoluta evidencia la clara mejora en la
compatibilidad entre refuerzo y matriz inducida por la acetilacion del refuerzo. Esta
mejora en la compatibilidad se evidencid en los ensayos de transparencia y
morfologia, en los cuales la dispersién de la BNC acetilada en la matriz de PLA fue
siempre (es decir, para todo GS y para todo porcentaje de refuerzo) notablemente

superior a la de sus contrapartes con BNC nativa.
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La mejor dispersion del refuerzo hidrofobizado se tradujo a su vez en 1) una
mayor dificultad para cristalizar de los compuestos PLA/BNC acetilada, ii) mayor
rigidez de las peliculas, y iil) menor permeabilidad al vapor de agua que los

compuestos PLA/BNC nativa .

En cuanto a las formulaciones evaluadas, el GS del refuerzo acetilado en el
rango estudiado no result6 una variable determinante para el conjunto de
propiedades analizadas en esta Tesis. Esto no implica de ningiin modo que, en otras
matrices poliméricas hidrofébicas o en aplicaciones que involucren medios liquidos
de baja polaridad, las diferencias en el GS conferido a la nanocelulosa puedan
resultar determinantes. Por otro lado, el estudio del contenido de refuerzo indicé que
el aumento de la carga de nanofibras acetiladas en el rango de 3 a 10% (p/p) redundo
en incrementos graduales en la rigidez de los compuestos, sin pérdida de resistencia

ni de permeabilidad.
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7. Discusion general y conclusiones

En la altima década las nanofibras y nanocristales de celulosa han atraido
gran atencion tanto académica como industrial, lo que se plasmo recientemente en
que la produccidn a escala comercial de nanocelulosa se convirtiera en realidad. Las
aplicaciones principales de la nanocelulosa se dan en el area de ciencia de los
materiales e ingenieria biomédica, donde la biocompatibilidad, la elevada area
superficial y sus reconocidas propiedades mecanicas, vuelven a los sustratos
nanocelul6sicos candidatos ideales para numerosos usos. En este sentido, la
preparacion de materiales compuestos de matriz polimérica usando nanocelulosas
como refuerzo es un campo en creciente desarrollo. Sin embargo, las nanocelulosas
también muestran algunas desventajas que en general estan asociadas a una
superficie altamente hidrofilica, que promueve la absorciéon de agua y redunda en

una pobre compatibilidad con matrices poliméricas hidrofébicas.

Es en este contexto que se sustenta el interés por poder modular la polaridad
de las nanocelulosas y lograr asi ampliar sus usos y potenciar sus oportunidades. Sin
embargo, el proceso de hidrofobizacion de las nanofibras y nanocristales de celulosa
debe garantizar que no se vea alterada su ultraestructura, para que sus propiedades
mecanicas intrinsecas no se vean afectadas. En el curso de la presente Tesis se
presentd una metodologia de acetilaciéon de nanocelulosas basada en el uso como
catalizadores de acidos organicos de origen natural, no toxicos y biodegradables
como son los a-hidroxiacidos. El protocolo utilizado no requiere del agregado de
cosolventes organicos, y procede a presion atmosférica y temperaturas compatibles

con otros procesos industriales.

Los resultados obtenidos en este Trabajo permitieron demostrar la utilidad de
la ruta para acetilar tanto suspensiones de nanofibras de celulosa, como membranas
enteras de nanocelulosa bacteriana, y nanocristales de celulosa de origen vegetal,
utilizando especificamente acido citrico como catalizador. La evaluacion de las
variables que afectan el proceso quimico permitié ganar conocimiento sobre cOmo

modular el nivel de acetilacion conferido a los sustratos y demostrar la versatilidad
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de la ruta propuesta. Las diversas técnicas de caracterizacion utilizadas permitieron
determinar los efectos de la modificacion en la estructura quimica, morfologia,
propiedades térmicas y cristalinidad de los productos. En particular, se confirmé que
la acetilacién tuvo lugar sin pérdida de cristalinidad de los sustratos. Por otra parte,
los estudios realizados enfocados a estimar el impacto de la derivatizacién en la
polaridad de las nanocelulosas confirmaron que, efectivamente, se logréo su

hidrofobizacién gradual en funcion del nivel de modificacion alcanzado.

En este contexto, y en el marco del objetivo final de esta Tesis, las
nanocelulosas derivatizadas se utilizaron en la preparacion de materiales compuestos
de matriz polimérica hidrofébica, seleccionando a tal fin el acido polilactico por su
creciente aceptacion en los mercados del mundo. Los resultados obtenidos pusieron
de manifiesto el aumento sustancial en la compatibilidad entre refuerzo y matriz
inducido por la acetilacion del refuerzo. Esta mejora en la compatibilidad quimica se
evidencid en los ensayos de transparencia y morfologia, en los cuales la dispersion
de la BNC acetilada en la matriz de PLA fue siempre (es decir, para todo GS y para
todo porcentaje de refuerzo) notablemente superior a la de sus contrapartes con BNC
nativa. Por otro lado, la mejor dispersiéon del refuerzo hidrofobizado se tradujo en
una mayor rigidez y una menor permeabilidad al vapor de agua de los

nanocompuestos de PLA/BNC acetilada.

Del trabajo de Tesis realizado surgieron derivaciones que sera de interés
abordar en un futuro cercano, como son completar la caracterizacion de los
compuestos PLA/BNC acetilada en funcién de otras propiedades de interés para
aplicaciones especificas. Por ejemplo, para usos en packaging seria importante

analizar color, migracion y permeabilidad al oxigeno de las peliculas.

Ademas, para la produccion de este tipo de compuestos a una escala
compatible con un uso comercial, la técnica de evaporacion por solvente no resulta
factible; por lo que habria que adaptar el sistema, por ejemplo, para el procesamiento
en extrusora, lo que implica un gran desafio por si mismo debido a la dificultad de

remover el agua contenida en la nanocelulosa sin inducir su hornificacion.
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Por otra parte, en lo que respecta a la reaccion de esterificacion, seria relevante
evaluar si es posible utilizar la ruta propuesta para incorporar otros grupos acilo con

diferentes restos hidrocarbonados de interés.
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Nomenclatura

BNC Nanocelulosa bacteriana

CNC Nanocristales de celulosa vegetal

CNF Nanofibras o nanofibrillas de celulosa
CNw Nanowhiskers de celulosa

GS Grado de sustitucion

NCC Celulosa nanocristalina

NFC Celulosa nanofibrilada

PLA Acido polilactico

T Temperatura de cristalizacion en frio

T, Temperatura de transicion vitrea.

T Temperatura de fusion

UAG Unidad de anhidroglucosa

Wera Fraccion en peso de PLA en el compuesto
%Acilo Porcentaje de grupos acilo introducidos en la molécula de celulosa
AH,, Entalpia de fusidon de la muestra
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(Esquemas adaptados de Moon et al., 2011).

Figura 1.5 Esquema ilustrativo para (a) nanofibrillas de celulosa constituidas por
dominios amorfos y cristalinos, y (b) nanocristales de celulosa después de hidrolizar

los dominios amorfos de la celulosa. (Imagen adaptada de Moon et al., 2011).

Figura 1.6 (a) Membrana de BNC obtenida mediante fermentacion estatica en un

medio de cultivo de 5 L, (b) micrografia de barrido electrénico (SEM) de BNC.

Figura 1.7 Estructura quimica de surfactantes comunmente utilizados para
compatibilizar nanocelulosa y matrices poliméricas de tipo poliéster (a) Beycostat A
B09, (b) Span-60.
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Figura 1.8 Métodos convencionales para el grafting de cadenas poliméricas. (Imagen

adaptada de Kang et al., 2015).
Figura 1.9 Mecanismo de reaccion de la esterificacion de Fisher.
Figura 1.10 Estructura quimica de algunos a-hidroxidcidos de origen natural.

Figura 1.11 Estructura quimica de (a) enantidmeros del acido lactico, (b)
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Figura 2.1 Protocolo de esterificacion organocatalitica para nanocelulosa bacteriana
y nanocristales de celulosa vegetal. (a) Preacondicionamiento, (b) acetilacion

organocatalitica, (c) recuperacion.

Figura 2.2 Celdas de acrilico utilizadas para las mediciones de la permeabilidad al

vapor de agua de los nanocompuestos.
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Figura 3.1 (a) Membrana humeda de BNC, (b) imagen TEM de las nanofibras

liberadas de la membrana, (c) histograma de anchos de las nanofibras.

Figura 3.2 Efecto del a-hidroxiacido utilizado como catalizador sobre el GS
conferido a la BNC (1,01 mmol/mmol UAG, 120°C, 7 h).

Figura 3.3 Espectro de CP/MAS- “C RMN de BNC nativa.

Figura 3.4 Espectros de CP/MAS- *C RMN de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada

en presencia de 4cido citrico como catalizador (GS= 0,90%0,02).

Figura 3.5 Espectros de CP/MAS- *C RMN de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada

en presencia de 4cido citrico como catalizador (GS= 0,90%£0,02), (c) 4cido citrico.

Figura 3.6 Espectros de CP/MAS- “C RMN de (a) CNC nativos, (b)) CNC

esterificados con acido maldnico, (¢) CNC esterificados con acido citrico, (d) CNC
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esterificados con acido malico, mediante esterificacién de Fisher catalizada con HCl

(Spinella et al., 2016).

Figura 3.7 Espectro FTIR de BNC nativa.

Figura 3.8 Espectros FTIR de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada con acido lactico
(GS= 0,42+£0,03), (c) BNC acetilada con acido (L)-tartarico (GS= 0,56%0,03), (d)
BNC acetilada con acido citrico (GS= 0,90%+0,02).

Figura 3.9 Micrografias de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada con &cido lactico
(GS= 0,421£0,03), (c) BNC acetilada con acido (L)-tartarico (GS= 0,56%0,03), (d)
BNC acetilada con acido citrico (GS= 0,90%0,02).

Figura 3.10 Patron de DRX de BNC nativa.

Figura 3.11 Patrones de DRX de (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada con 4cido lactico
(GS= 0,421£0,03), (c) BNC acetilada con acido (L)-tartarico (GS= 0,56%0,03), (d)
BNC acetilada con acido citrico (GS= 0,90%0,02).

Figura 3.12 Imagenes de gotas de agua usadas para determinar el angulo de contacto
en el equilibrio a los 60 s de: (a) BNC nativa, (b) BNC acetilada con acido lactico
(GS= 0,42£0,03), (c) BNC acetilada con acido (L)-tartarico (GS= 0,56+0,03), (d)
BNC acetilada con acido citrico (GS= 0,90%0,02).

Figura 3.13 Evolucion del angulo de contacto en el equilibrio a los 60 s en funcion

del grado de sustitucion de BNC.

Figura 3.14 Dispersabilidad en diferentes solventes al tiempo inicial y luego de 72 h
en reposo para BNC nativa y acetilada (GS= 0,42%0,03). (a) BNC nativa, 0 h; (b)
BNC acetilada, 0 h; (¢) BNC nativa, 72 h; (d) BNC acetilada, 72 h. (I: agua, II:
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Figura 4.1 Hidrolisis del anhidrido acético y de la celulosa esterificada en presencia

de agua.
Figura 4.2 Efecto de la carga de catalizador (120°C, 3 h).

Figura 4.3 Efecto de la temperatura de reaccion (0,34 mmol acido citrico/mmol

UAG, 3 h).
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variable.
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variable.
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Figura 4.11 Curvas de (a) DTG para BNC nativa y acetiladas con GS variable, (b)
TG para BNC nativa y acetiladas con GS variable.

Figura 4.12 Evolucion los parametros termogravimeétricos (Tonset ¥ Tmax) €n funcién
del GS.

Figura 4.13 Sistema de reaccion empleado para la reaccion catalizada con o-

hidroxiacidos a (a) escala mayor (2,5g de BNC), (b) escala menor (0,5g de BNC).
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Figura 4.14 Espectros de CP/MAS-"*C RMN de BNC acetilada. Reaccién a menor
escala (0,5g de BNC) (GS=0,47%0,01) (espectro en negro) y reaccion a escala mayor
(2,5g de BNC) (GS= 0,49+£0,03) (espectro en rojo). (0,34 mmol &cido citrico/mmol
UAG, 120°C, 3 h).

Capitulo 5

Figura 5.1 Tubos de BNC (a) vista lateral, (b) vista superior. Imagenes gentilmente
cedidas de la Tesis de grado de la Srta. Danna Corzo, FIUBA (datos no publicados).

Figura 5.2 Imagenes TEM de CNC obtenidos a partir de diferentes fuentes: (a)
tunicados, (b) bacterias, (c) ramio, (d) sisal. (Imagen tomada de Habibi, Lucia, &

Rojas, 2010).

Figura 5.3 Membrana entera de BNC obtenida a (a) 3 dias de fermentacion, (b) 12

dias de fermentacién en cultivo estatico.

Figura 5.4 Espectros de CP/MAS-"C RMN de membranas de BNC nativa y BNC
acetilada (GS= 0,36x0,03).

Figura 5.5 Espectros FTIR de membranas de BNC nativa y BNC acetilada (GS=
0,36+0,03).

Figura 5.6 Difractogramas de rayos X de membranas de (a) BNC nativa, (b) BNC
acetilada (GS= 0,36£0,03).

Figura 5.7 Fotografia de los nanocristales de celulosa de origen vegetal liofilizados y

su respectiva micrografia.

Figura 5.8 Espectros de CP/MAS-*C RMN de CNC nativos y acetilados (GS=
0,18%0,03 y 0,340,02).

Figura 5.9 Espectros FTIR de los CNC nativos y acetilados (GS= 0,18+£0,03 y
0,34%0,02).

Figura 5.10 Patron de DRX de los CNC nativos.
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Figura 5.11 (a) Micrografia de depositos identificados en la suspension de CNC, (b)

espectro EDS correspondiente.

Figura 5.12 Patrones de DRX de los CNC nativos y acetilados (GS= 0,18%+0,03 y
0,34%0,02).

Figura 5.13 Micrografia de CNC (a) nativos, (b) acetilados (GS= 0,18+0,03), (c)
acetilados con (GS= 0,34%0,02), (d) distribucion de anchos de CNC (nm).

Figura 5.14 Curvas (a) TG, (b) DTG de CNC nativos y acetilados (GS= 0,18%0,03
y 0,341+0,02).

Figura 5.15 Fotografias representativas de suspensiones de (a) CNC nativos en agua,
(b) CNC nativos en cloroformo, (c¢) CNC acetilados (GS=0,34+0,02) en cloroformo.

Fotografias tomadas 25 min después de sonicar las suspensiones.

Capitulo 6

Figura 6.1 Fotografias de las peliculas del PLA y sus nanocompuestos con BNC
nativa y acetiladas (GS= 0,25+0,02; 0,49%0,03; 0,61£0,02).

Figura 6.2 Espectro UV-visible del PLA y sus nanocompuestos con BNC nativa y
acetilada (GS= 0,49x0,03).

Figura 6.3 Micrografias de las superficies criofracturadas de los nanocompuestos con
(a) BNC nativa, (b) acetilada (GS 0,25%0,02), (c) acetilada (GS 0,49%0,03), (d)
acetilada (GS 0,61%0,02).

Figura 6.4 Termogramas del primer calentamiento del PLA y sus nanocompuestos
con BNC nativa y acetiladas (GS= 0,25%+0,02; 0,49+0,03; 0,61+0,02).

Figura 6.5 Termogramas del enfriamiento del PLA y sus nanocompuestos con BNC
nativa y acetiladas (GS= 0,25+0,02; 0,49+0,03; 0,61£0,02).

Figura 6.6 Termogramas del segundo calentamiento del PLA y sus nanocompuestos
con BNC nativa y acetiladas (GS= 0,25%+0,02; 0,49+0,03; 0,61+0,02).
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Figura 6.7 Patrones de DRX de (a) BNC nativa, (b) PLA, (c) PLA/BNC nativa, (d)
PLA/BNC acetilada (GS 0,25%0,02), (e) PLA/BNC acetilada (GS 0,49%0,03), ()
PLA/BNC acetilada (GS 0,61%0,02).

Figura 6.8 Curvas de esfuerzo de traccion vs deformacion del PLA y sus
nanocompuestos con BNC nativa y acetiladas (GS= 0,25+0,02; 0,49+0,03;
0,61x0,02).

Figura 6.9 Fotografias de las peliculas del PLA y sus nanocompuestos con 3, 5y 10%
(p/p) de BNC nativa y acetilada (GS=0,49%0,03).

Figura 6.10 Espectros UV-visible del PLA y sus nanocompuestos con 3, 5 y 10%
(p/p) de BNC nativa y acetilada.

Figura 6.11 Micrografias de las superficies criofracturadas del PLA y sus
nanocompuestos con 3, 5y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.

Figura 6.12 Termogramas del primer calentamiento del PLA y sus nanocompuestos

con 3, 5y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.

Figura 6.13 Termogramas del enfriamiento del PLA y sus nanocompuestos con 3, 5

y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.

Figura 6.14 Termogramas del segundo calentamiento del PLA y sus
nanocompuestos con 3, 5y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.

Figura 6.15 Patrones de DRX para (a) BNC nativa, (b) PLA, (c) PLA/BNC nativa
10% (p/p), (d) BNC acetilada 10% (p/p).

Figura 6.16 Valores de médulo de Young de los nanocompuestos de PLA/BNC con
3,5y 10 % (p/p) de BNC nativa o acetilada. (Valores relativizados respecto de la
matriz pura de PLA).

Figura 6.17 Valores de resistencia a la traccion de los nanocompuestos de
PLA/BNC con 3,5y 10 % (p/p) de BNC nativa o acetilada. (Valores relativizados

respecto de la matriz pura de PLA).
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Figura 6.18 Valores de deformacion de los nanocompuestos de PLA/BNC con 3, 5
y 10 % (p/p) de BNC nativa o acetilada. (Valores relativizados respecto de matriz
pura de PLA).

Figura 6.19 Permeabilidad al vapor de agua del PLA y sus nanocompuestos con 3,
5y 10% (p/p) de BNC nativa y acetilada.
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