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Resumen

La organocatélisis es una rama de la catdlisis que utiliza moléculas organicas de bajo
peso molecular como catalizadores, entre ellos, los 4cidos a-hidroxicarboxilicos. En la presente
contribucién se demuestra la aplicabilidad de la ruta catalizada por un acido a-hidroxicarboxilico
de origen natural y de produccién industrial nacional como es el dcido L-(+)-tartarico para la
acetilacién no convencional de dos biopolimeros: almidén y celulosa bacterial. Algunas ventajas
inherentes a la metodologia de acetilaciéon propuesta son su sencillez, el uso de un catalizador
organico no metélico de origen natural, no téxico y biodegradable; y la operacién con alta eficien-
cia en ausencia de solventes y bajo condiciones moderadas de reaccién. En el caso del almidén, la
manipulacién de las condiciones de reaccién permitié obtener almidones acetilados con valores de
grado de sustituciéon (GS) en el rango de 0.06 a 2.93 en 3 horas de reaccién, con aplicacién poten-
cial en la industria de alimentos, medicina y plésticos. En el caso de la celulosa bacterial (BC), la
acetilacion organocatalitica permiti6 alcanzar valores de GS en el rango de 0.35-0.60, de utilidad
en la regulacién de la polaridad de las nanofibras de celulosa para su potencial compatibilizaciéon
con matrices/medios no polares. Los productos de la acetilacién fueron caracterizados en términos
de estructura quimica y cristalinidad.
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Abstract

Sustainable acetylation of biopolymers mediated by a naturally occurring o-
hydroxy acid. Organocatalysis refers to a form of catalysis which uses small organic molecules
as catalysts, among which a-hydroxy acids are found. In the current contribution the feasibility
of a route for the non-conventional acetylation of starch and cellulose catalyzed by a naturally
occurring a-hydroxy acid such as L-(+)-tartaric acid is demonstrated. Some inner advantages of
the acetylation methodology proposed are its simplicity, the use of a naturally occurring non-toxic
and biodegradable organic catalyst, and the operation with high efficiency in absence of solvents
and under moderate reaction conditions. In the case of starch, the proper manipulation of reaction
conditions allowed obtaining acetylated starches with substitution degree values in the 0.06-2.93
within 3 hours of reaction, with potential use in the food industry, medicine and plastics. In refer-
ence to bacterial cellulose, the organocatalytic acetylation proposed allowed reaching GS values in
the 0.35-0.60 range, useful for the modulation of microfibrils polarity and compatibilization with
non polar media/matrices. Acetylation products were characterized in terms of chemical structure
and crystallinity.
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1. Introduccién

El almidén es el segundo biopolimero
mas abundante de la naturaleza después de la
celulosa. Se trata de un carbohidrato de reserva
que se encuentra organizado en particulas discre-
tas (granulos), cuyo tamano, forma y estructura
supramolecular difieren substancialmente entre
diversas fuentes botanicas. El almidén esta com-
puesto por unidades anhidroglucosa de seis car-
bonos unidas por enlaces glucosidicos a-(1—4) y
o-(1—6) que dan lugar a los polimeros de amilosa
y amilopectina [1].

El almidén es utilizado en diversas
industrias debido a su bajo costo, disponibili-
dad y habilidad para impartir una variedad de
propiedades funcionales a productos industriales
alimenticios y no alimenticios. En la industria
alimenticia el amplio uso del almidén se debe a
que constituye una excelente materia prima para
modificar la textura y consistencia de los alimen-
tos. Las multiples aplicaciones no alimenticias de
este polisacarido abarcan su uso como adhesivo
en la industria del papel y en la producciéon de
paneles corrugados, aglutinantes para la industria
farmacéutica, aditivos para ajustar la viscosidad
de fluidos utilizados en la extraccién de petréleo,
y preparacion de peliculas para embalajes biode-
gradables, entre otros. [2].

A pesar de los miltiples usos del almidén
nativo, para determinadas aplicaciones se req-
uiere de la modificacién del almidén, a fines de,
por ejemplo, aumentar su solubilidad en agua
fria, reducir su tendencia a la retrogradacién
y sinéresis, disminuir su alta tasa de absorciéon
de agua, aumentar su resistencia al esfuerzo de
corte durante el mezclado, aumentar su esta-
bilidad térmica, incrementar la flexibilidad de
las peliculas de almidén, compatibilizarlo con
matrices/medios hidrofébicos, dotarlo de funcion-
alidades especificas, etc. [3-5]. La esterificacion,
y en particular la acetilacion del almidoén, es
una de las modificaciones més utilizadas. Tras
la incorporacién de grupos éster a la molécula
de almiddn, se alcanzan nuevas propiedades que
se encuentran muy relacionadas con el grado de
sustitucién (GS) logrado, que refiere al nime-
ro promedio de grupos éster incorporados por
molécula de anhidroglucosa, siendo el maximo
3. Actualmente, la mayoria de los ésteres de
almidén comerciales son producidos por reaccién
del almidén en medio acuoso con anhidridos,
utilizando hidréxido de sodio como catalizador
a pH controlado (pH 7-9) [6]. Se han reportado
asi mismo acetilaciones de almid6n mediadas por
piridina, 4cidos minerales, bases, iodo, acidos
de Lewis, enzimas de la familia de las lipasas, y
liquidos iénicos [6-7].

En cuanto a la celulosa bacterial (BC),
ésta esta compuesta de microfibrillas de celu-
losa de ca. 80 x 4 nm [8], que se obtienen como
metabolito primario extracelular a partir de la
fermentacion de diversas fuentes de carbono uti-
lizando bacterias del género Gluconacetobacter.
Bajo condiciones adecuadas de pH, temperatura
y concentracion de nutrientes, estas bacterias son
capaces de producir microfibrillas de celulosa con
anchos nanométricos y alta relacién de aspecto,
que se entretejen formando una pelicula gelati-
nosa altamente hidratada en la superficie aireada
del recipiente donde ocurre la fermentacion. La
obtencién de celulosa bacterial con su estructura
nanofibrilada dnica, se presenta como una al-
ternativa sostenible a la produccién de nano-
particulas de celulosa por tratamiento mecéanico/
hidrélisis acida de material lignocelulésico. Las
nanofibras de celulosa bacterial se caracterizan
por su alta relacién superficie/volumen, alta re-
sistencia y rigidez, elevada cristalinidad, bajo
coeficiente de expansién térmica, alta pureza
quimica, baja densidad, renovabilidad, biodegra-
dabilidad y biocompatibilidad [9].

La celulosa bacterial encuentra aplicaciéon
en refuerzo de materiales compuestos, medios
filtrantes nanoporosos, papeles de alta resistencia
para prestaciones especificas, mascaras faciales
para aplicaciones cosméticas, diafragmas acusticos,
modificadores de reologia, agentes de sostén para
el crecimiento de tejidos, piel sintética, venas ar-
tificiales, y aditivo en adhesivos 6seos, entre otros
[10-15]. Sin embargo, el caracter hidrofilico de las
nanofibras de celulosa nativa, asociado con su es-
tructura rica en grupos OH, dificulta su aplicaciéon
en usos que involucren medios/matrices no polares.
Este es el caso por ejemplo del uso de nanocelulosa
como refuerzo de matrices hidrofébicas, en las
que la hidrofilicidad de la nanocelulosa conduce
a materiales con propiedades mecédnicas pobres,
alta absorcién de humedad que produce pérdida
de resistencia del refuerzo y deformacion del mate-
rial compuesto, y agregacién entre nanofibras que
redunda en una pobre dispersion en el material a
compatibilizar [16-17].

Para superar las dificultades menciona-
das, puede considerarse la modificacién quimi-
ca de las nanofibras de celulosa. En particular,
las reacciones de esterificacion en las cuales el
acilante reacciona con los grupos hidroxilos de las
nanofibras de celulosa dando lugar a la formacién
de grupos éster, es una técnica cominmente uti-
lizada para convertir la superficie de la celulosa
en una mas hidrofébica. En la tltima década, han
sido propuestas diferentes metodologias para la
esterificacion heterogénea de nanocelulosa bacte-
rial, incluyendo la acetilacién de las peliculas de
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celulosa bacteriana prensadas catalizada por acido
perclérico en tolueno [18], la esterificacion en fase
gaseosa libre de solvente de microfibrillas de ce-
lulosa bacterial con cloruro de palmitoilo [19], la
acetilacion de celulosa bacterial libre de solvente
usando anhidrido acético como acilante y iodo
como catalizador [20], la esterificacion heterogé-
nea de celulosa bacterial usando liquidos i6nicos
como solvente y catalizador [21], y un trabajo
reciente de nuestro grupo sobre esterificaciéon or-
ganocatalitica de celulosa bacterial usando acido
acético y acido propiénico como acilantes y 4cido
L-(+)-tartarico como catalizador [22], entre otros.

En el marco del creciente interés por el
uso de materiales de origen renovable y sin prob-
lemas de disposicion final, y ante la necesidad de
mejorar determinadas propiedades de los mismos
haciendo uso también de metodologias de modifi-
cacion sostenibles, en el presente trabajo se pro-
pone la acetilaciéon organocatalitica de almidén y
celulosa bacterial sin solventes agregados, usando
como acilante anhidrido acético y como catalizador
el acido L-(+)-tartarico. Este a-hidroxidcido que
se encuentra en la naturaleza en forma libre y/o
combinada en frutas como uvas, platanos y tama-
rindos, y que se produce a nivel industrial en nues-
tro pais desde las primeras décadas del siglo XX
[23], se utiliza a diario como aditivo alimentario de
bebidas gaseosas, vinos y comidas. La metodologia
propuesta se inspira en el trabajo inicial de Hafrén
y Cérdoba (2005) sobre polimerizacién organocat-
alitica por apertura de anillo de [J-caprolactona
usando algodén y papel de celulosa como inicia-
dores y esterificacion con acido hexadecanoico y
pentinoico de fibras de algodén, usando en ambos
casos acido L-(+4)-tartarico como catalizador [24].
La estructura quimica y cristalina de los almidones
y las nanofibras de celulosa acetilados en el pre-
sente trabajo fue estudiada usando espectroscopia
de resonancia magnética nuclear en estado sélido
(RMN CP/MAS *3C), espectroscopia infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), y difracciéon de
rayos X (DRX).

2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

El anhidrido acético (99.5%) y el acido
L-(+)-tartérico fueron adquiridos de Biopack. El
acido clorhidrico (36.5%-38%) y el hidréxido de
sodio de grado reactivo utilizados se adquirieron
de Anedra y Biopack, respectivamente. El bifta-
lato de potasio y el carbonato de sodio se adqui-
rieron de Laboratorios Cicarelli y Mallinckrodt,
respectivamente.

El almid6n de maiz nativo fue una dona-
cién de Ingredion (ex Productos de Maiz), Argen-
tina. La celulosa bacterial fue obtenida siguiendo
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protocolos optimizados desarrollados en el marco
del EMPRETECNO- PAEBT n° 101 (2013-2016),
Desarrollo de la Empresa de Base Tecnolégica
(EBT) Nanocellu-ar para la fabricacién de nano-
celulosa bacterial, y utilizando la cepa bacterial
Gluconacetobacter xylinus.

2.2. Acetilacion organocatalitica

Se contactaron anhidrido acético (12-25
mL), acido tartarico (0.47-4.63 g) y almidén de
maiz (2 g, base seca) en un matraz de vidrio de
100 mL equipado con un condensador de reflujo.
Las reacciones se llevaron a cabo a temperaturas
entre 90 y 130°C con agitacién magnética conti-
nua y durante tiempos de reaccién entre 0.5y 7
h. Al cumplirse el tiempo de reaccion, el producto
sélido se separé por filtracién bajo vacio, se lavo
reiteradamente con agua destilada, y se secé a
50°C durante 12 h.

La acetilacion de las nanofibras de celu-
losa bacterial (0.5 g, base seca) previamente inter-
cambiadas con 4cido acético y anhidrido acético
se llev6 a cabo a 1202C en el mismo sistema de
reacciéon que en el caso del almidén, utilizando
50 mL de anhidrido acético y 0.47 g de acido
tartarico. Las reacciones se continuaron durante
periodos de entre 1 y 7 h. La recuperacion de la
BC esterificada fue la misma que la indicada para
los almidones acetilados.

El porcentaje de acilaciéon (Acilo%) y el
grado de sustituciéon (GS) de los almidones y na-
nofibras de celulosa acetilados fue determinado
por saponificacion heterogénea y titulacién por
retroceso con HCI, como una adaptacién del méto-
do estandarizado para determinar el porcentaje de
acilacion del acetato de celulosa [25]. Brevemen-
te, 0.1 g de los productos de acetilacién y de los
biopolimeros sin modificar (blancos) previamente
secados (2 h - 105°C) se colocaron en matraces de
100 mL con 20 mL de alcohol etilico (75%) y se
llevaron a un bano de agua a 55°C por 30 min.
Posteriormente, las suspensiones fueron llevadas
a pH ligeramente bésico por adicién de unas go-
tas de NaOH 0.1N, utilizando fenolftaleina como
indicador. A continuacién, se afiadieron 20 mL de
NaOH 0.1N a cada matraz, y se colocaron nueva-
mente en un bano de agua a 55°C durante 15 min.
Los matraces fueron conservados a temperatura
ambiente durante 48 h, y luego valorados con HCl
0.1N. Las soluciones de NaOH y HCI se estandari-
zaron utilizando biftalato de potasio y carbonato
de sodio previamente secados (2 h - 110°C). El
nivel de sustitucién de los biopolimeros se calculd
utilizando las siguientes ecuaciones:

Acilo% = [(V,-Vy) x N, x 4.3] /| W 1)
GS = (162 x Acilo%) / [4300 — ((42) x Acilo%)] (2)
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Donde V, (mL) es el volumen de HCI requerido
para la titulacién del blanco, Vg (mL) es el volu-
men de HCI usado para titular la muestra, N,
es la normalidad de la solucién de HCI, y W (g)
es la masa de la muestra usada.

2.8. Caracterizacién de los productos de
acetilacion

Espectroscopia RMN CP/MAS C: Se
obtuvieron espectros RMN CP/MAS *C de mues-
tras de almidon y celulosa bacterial nativas y
acetiladas con un GS de 0.56. El equipo utilizado
fue un Bruker Advance II-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 operé a una frecuencia
de 300.13 Mhz para protones y 75.46 Mhz para
carbonos. Se utiliz6 glicina como referencia y para
ajustar las condiciones de Hartmann-Hahn para
los experimentos de polarizaciéon cruzada. Para el
desacople heteronuclear durante la adquisicién se
utiliz6 la secuencia SPINAL64. Todas las medi-
ciones se realizaron a temperatura ambiente y la
rotacion del angulo magico fue de 10 kHz.

Espectroscopia Infrarroja por Transfor-
mada de Fourier (FTIR): Los espectros infrarrojos
de los biopolimeros nativos y acetilados con diver-
so GS fueron adquiridos en un espectrofotémetro
Affinity-1 Shimadzu con Transformada de Fourier
en modo de transmisién. A tal fin, se prepararon
pastillas de almidén:KBr y de BC:KBr en relacién
1:25, y se adquirieron los espectros en el rango
de 4000 a 700 cm™ con 40 barridos y 4 cm™ de
resolucion.

Difraccion de rayos X (DRX): La estructu-
ra de las muestras nativas y acetiladas de almid6n
y BC fue analizada en un difractémetro de rayos
X Rigaku D/Max-C con goniémetro vertical. Los
difractogramas se adquirieron en el rango de 20 de
10 a 45° con un paso de 0.02°, se empleé radiaciéon
Cu/Ka (0.154 nm), una intensidad de 30 mA y un
voltaje de 40kV. En el caso de la celulosa bacterial
se calculd el indice de cristalinidad de las muestras
utilizando el método empirico de Segal [26]:

Crl = (I

-1,/ 1, x 100 (3)

002 002

Donde I, corresponde a la méximo intensidad del
difractograma, y I es la intensidad en 2q=18,
previa sustraccién del registro sin muestra.

3. Resultados y Discusién
3.1. Acetilacién organocatalitica de almidén y
celulosa bacterial

En el presente trabajo se estudi6 la aceti-
lacién de almidén de maiz comercial y de celulosa

bacterial catalizada por acido L-(+)-tartarico y
usando como acilante anhidrido acético. La Fig.
1 esquematiza los sistemas estudiados.

El estudio de la acetilacién de almidén
de maiz (2 g) catalizada por acido L-(+)-tartarico
incluyé el analisis paramétrico de las siguientes
variables de reaccién: tiempo (0.5-7 h), tempe-
ratura (90-130°C), concentracién de catalizador
(0.04-0.38 g_ /mL), y humedad inicial del almidén
(h,, 0.6-14.8 %). Cada pardmetro se varié de a uno
por vez manteniendo las condiciones restantes
constantes, y se determiné el GS alcanzado en
cada caso. Los principales resultados obtenidos
se resumen en la Fig. 2.

Como se puede observar en la Fig. 2 el
estudio del tiempo de reaccién (2g de almidén
base seca, 120°C, 0.15 g acido L-tartarico/mL, 9.1%
humedad inicial) permitié obtener almidones aceti-
lados con valores de GS en el rango de 0.06 (0.5h)
a 1.23 (7 h). Fijando luego el tiempo de reaccién
en 3 h, y secando rigurosamente el almidén de
partida a fines de minimizar la introduccién de
agua al sistema de reaccién (h;=0.6%), el estu-
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Fig. 1. Acetilacién de almidén y celulosa bacte-
rial con anhidrido acético catalizada por 4cido
L-(+)-tartarico.
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Fig. 2. Grados de sustitucién (GS) alcanzados
en la acetilacién de almidén de maiz y celulosa
bacterial catalizada por acido L-(+)-tartéarico.
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dio del efecto de la temperatura (90-130 °C) y la
concentracion de catalizador (0.04-0.38 g_/mL)
permitieron alcanzar un GS méximo de 2.03 (2
g de almidén base seca, 130°C, 0.31 g_/mL, 0.6%
humedad inicial del almidén).

El estudio posterior del efecto de la hu-
medad inicial del almidén sobre el GS, evidencid
que en el sistema de reaccién actual la introduc-
cién de agua a través del contenido de humedad
inicial del almidén, no sélo no dio lugar a una
reducciéon neta en el avance de la acetilacidn,
sino que condujo a niveles de sustitucién ma-
yores a los logrados con almidén previamente
secado (GS=2.78 y GS=2.93 para contenidos
de humedad inicial del almidén de 9.1 y 14.8%,
respectivamente, 2 g de almid6n base seca, 130°C,
0.31 g_ /mL). En un sistema de reaccién sin agua
agregada, estos resultados se explican en térmi-
nos de la contribucién de la humedad inicial del
almid6n al hinchamiento de los granulos, y con
ello a un mayor acceso del acilante y catalizador
(disuelto en el acilante) a los grupos hidroxilos
del interior del granulo.

El amplio rango de GS alcanzados en
la acetilacién de almidén de maiz mediante la
manipulacién de las condiciones de reaccién evi-
dencia la potencialidad de esta ruta para obtener
en forma sencilla, sin solventes agregados, a pre-
sion atmosférica y a temperaturas moderadas,
almidones acetilados con el nivel de sustitucién
que la aplicacién lo requiera. En el caso de la
industria alimenticia, la FDA (Food and Drug
Administration) admite almidones acetilados con
GS en el rango de 0.01-0.2, utilizados para dar
consistencia, textura y estabilidad a las pastas.
Otra aplicacién de creciente interés para los al-
midones acetilados tiene que ver con el cuidado
de la salud del colon humano, a partir de la re-
conocida capacidad de los almidones esterificados
para entregar en el intestino grueso acidos grasos
de cadena corta (AGCC) especificos [27-28]. Para
esta aplicacion se requieren almidones acetilados
con GS en el rango de 0.2 a 0.3. Los ésteres con
mediano a alto grado de sustitucién (GS 0.5-2.5)
son cominmente utilizados como aglutinantes de
tabletas, adhesivos de fusion en caliente, filtros
de cigarrillos y materiales de recubrimiento [7,
27, 29-301.

En lo que refiere a la acetilacién organo-
catalitica de celulosa bacterial, la variable estudia-
da para modular el nivel de sustitucién conferido
a las nanofibras fue el tiempo de reaccién. Los
resultados incluidos en la Fig. 2 ilustran que en
las condiciones de reaccién elegidas, en el inter-
valo de 1 a 3 h es posible obtener nanofibras de
celulosa bacterial con GS en el rango de 0.35 a
0.56. Asi mismo, se observé que, (a diferencia de
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los resultados de la evolucion de la acetilacion del
almido6n), los incrementos en el valor de sustitu-
ci6n pasadas las 3 horas de reacciéon fueron sélo
marginales, lograndose en 7 horas de reaccién
un GS de 0.60. Estos resultados en los que se
observa una primer etapa con mayor velocidad
de reaccién, seguida de una segunda etapa en la
que la acetilacién evoluciona con mucha menor
velocidad, podrian explicarse bajo la hipétesis de
que, en las condiciones estudiadas, la acetilacién
organocatalitica de la BC en ausencia de solven-
tes ocurriria preferencialmente en la superficie
y regiones amorfas de las nanofibras, viéndose
restringido el acceso del acilante/catalizador a
los grupos hidroxilos del interior de las mismas.

3.2. Resonancia magnética nuclear
(RMN CP/MAS 3C)

La acetilacién de almidén y de celulosa
bacterial por via organocatalitica fue confirmada
por RMN CP/MAS 3C. En la Fig. 3 se presentan
los espectros de los biopolimeros originales y de
muestras acetiladas seleccionadas con GS=0.56 (3
h para ambos biopolimeros acetilados).

El espectro del almidén nativo (Fig. 3a)
mostro6 cuatro senales correspondientes a los car-
bonos del polisacarido: C1: 100 ppm, C4: 82 ppm,
claster C2-C3-C5: 65-80 ppm, y C6: 62 ppm. Estas
senales coinciden con las obtenidas para almido-
nes nativos de maiz y de otras fuentes boténicas
como tapioca y platano [29, 31-32]. En tanto, en
el espectro del almidén de maiz acetilado (Fig. 3b,
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Fig. 3. RMN CP/MAS *C de muestras de almi-

dén y celulosa bacterial nativos y acetilados con

GS=0.56.
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GS=0.56) se observaron dos senales adicionales
asignables a las resonancias de los grupos acetato
formados. La primera de ellas centrada en 170
ppm corresponde a la resonancia del grupo carbo-
nilo del éster, mientras que la segunda, centrada
en 20 ppm, es asignable a los carbonos metilicos.
La presencia de estas dos sefnales confirmé que la
reaccion de acetilacién del almidén efectivamente
tuvo lugar [33].

En el caso de la celulosa bacterial, la
acetilacion por la ruta organocatalitica propuesta
también puso ser confirmada por RMN CP/MAS
13C. La BC nativa mostré los picos de los carbonos
tipicos de Celulosa I, a saber: C1: 105 ppm, C4:
89 ppm, C4’: 84 ppm, claster C2-C3-C5: 70-80
ppm, C6: 65 ppm y C6’: 63 [34]. Adicionalmente,
en la muestra acetilada se observaron dos nue-
vas resonancias centradas en 171 ppm y 20 ppm
asignables respectivamente, a los carbonos de los
grupos C=0 y CH, incorporados durante la ace-
tilacion. Vale asi mismo destacar que en ningin
caso se observaron resonancias atribuibles a la
actuacion del L-(+)-4cido tartéarico como injerto.

3.3. Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR)

El analisis de FTIR se realiz6 con la
finalidad de identificar la presencia de grupos
propios del grupo éster en la estructura quimica
del almidén y de la celulosa bacterial como con-
secuencia de la acetilacién. La Fig. 4a presenta
los espectros infrarrojo de muestras seleccionadas
de los almidones acetilados con GS en el rango
de 0.06 a 2.93, comparados con el del almidén
sin modificar.

El espectro de FTIR del almidén nativo
mostro senales propias de los principales grupos
caracteristicos del polisacarido: estiramiento de
grupos O-H inter e intramoleculares (3700-3000
cm), estiramiento C-H (3000-2800 cm™), y flexién
O-H de moléculas de agua absorbidas en las regio-
nes amorfas de los granulos (1642 cm™). La region
entre 1500 y 1300 cm™ mostré bandas altamente
superpuestas, entre las cuales se han descripto
las vibraciones tipicas por flexién C-O-H, torsién
CH,, flexién CH, y estiramiento C-O-O. En la re-
gién conocida como la huella dactilar, entre 1250
cm' y 700 cm™? se observaron senales asignables
a acoplamiento C-O y estiramiento C-C (1158
cm?), flexion C-O-H (1084 cm), estiramiento
C-0O (1055 cm™), vibraciones del esqueleto de los
enlaces glicosidicos a-1,4 (923 cm™), deformacién
C-H y CH, (857 cm™), y estiramiento C-C (763
cm™) [35-39].

Por su parte, los espectros de los almido-
nes acetilados proveyeron evidencia de la acetila-
cion por la aparicion de bandas caracteristicas del

grupo acetato centradas en 1748 cm, 1376 cm™
y 1244 cm? [27, 36-37]. La senal en 1748 cm™,
asignada al estiramiento del grupo carbonilo C=0
del éster, se utiliza cominmente como evidencia
cualitativa de la esterificacion, y su intensidad es
altamente dependiente del grado de sustitucién
[37]. La Fig. 4a ilustra que la intensidad de esta
banda se increment6 con la evolucién del grado
de sustitucién de los almidones. Por su parte, las
bandas centradas en torno a 3400 cm™ asignadas
a los grupos hidroxilos del almidén, y en 1645 cm™
correspondiente a vibraciones por flexién de agua
absorbida de la muestra, disminuyeron gradual-
mente con el GS, corroborando que los grupos hi-
droxilo fueron progresivamente reemplazados por
grupos ésteres menos hidrofilicos. La intensidad
de las bandas en 1376 cm™ (deformacién del grupo
C-H del CH, del acetato), y en 1244 cm™ (enlace
C-0 del grupo acetato) también se incrementaron
con el GS de la muestra.

La Fig. 4b, por su parte, retne los es-
pectros infrarrojo de la celulosa bacterial nativa
y acetilada (GS=0.35-0.60). El espectro de la BC
nativa muestra las bandas tipicas de la Celulosa
I, incluyendo estiramiento O-H (3700-3000 cm™),
estiramiento C-H (3000-2800 cm™), flexiéon O-H
de moléculas de agua absorbidas (1647 cm™),
flexiéon simétrica de CH, (1427 cm™), puentes
C-O de la celulosa (1168 c¢m™), estiramiento C-O
(1118 cm™), funciones éter C-O (1061 cm™), y la
banda a 897 cm™ tipica de polimeros de glucosa
tipo B [40-42]. Por su parte, y en forma anéloga
a lo observado para los almidones acetilados, en
los espectros de las muestras de celulosa bacterial
acetilada se incorporan las senales correspon-
dientes a los grupos acetato formados: 1741 cm™
(estiramiento C=0), 1371 em™ (deformacién C-H
del CH,), y 1236 cm™ (estiramiento C-O) [43-44].

Por otra parte, y a diferencia de lo obser-
vado en el caso de las muestras de almidén aceti-
lado, y si bien la acetilacién implica la sustitucién
de una fraccién de grupos hidroxilos por grupos
acetato, la Fig. 4b no evidencié una reduccion sig-
nificativa de la intensidad de la banda centrada en
3300 cm™ asociada con la vibracién de los grupos
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Fig. 4. Espectros FTIR de muestras de almidén
y celulosa bacterial nativos y acetilados.
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OH. Este comportamiento ha sido previamente
atribuido a la derivatizacién de la BC que se da
esencialmente en los grupos hidroxilos accesibles
de la superficie de las nanofibras o en la fraccién
amorfa de la celulosa [44].

Finalmente, cabe destacar que en todos
los espectros de los biopolimeros derivatizados
la ausencia de absorcién en la regién de 1850
— 1760 cm™ indica que las muestras acetiladas
fueron recuperadas libres de anhidrido acético
no reaccionado [37].

3.4. Difraccién de rayos X (DRX)

La técnica de difraccién de rayos X fue
utilizada con el fin de determinar si la acetilaciéon
organocatalitica alteré la estructura de los biopo-
limeros derivatizados. En cuanto al almidén, este
polisacarido exhibe una estructura semicristalina,
y dependiendo del origen boténico se identifican
patrones de difraccién de tipo A, B o C. El pa-
trén tipo A se encuentra principalmente en los
almidones de cereales; mientras que el tipo B es
caracteristico de almidones de tubérculos, frutas y
almidones de maiz con alto contenido de amilosa.
El tipo C es una mezcla de las estructuras tipo A
y B y se da naturalmente en almidén de frijoles
y guisantes [27, 45-46].

La Fig. 5a retne los difractogramas de
rayos X obtenidos para el almidén de maiz nativo
y para almidones acetilados con GS en el rango
de 0.06 a 2.93. El almidén de maiz nativo exhibe
un patrén de difraccién tipo A caracteristico de
almidones de cereales, con picos de difraccién en
valores de 2q de 14.9°, 17.0°, 17.8°, 19.8° y 22.8°.
Para almidones acetilados con GS de hasta 1.23,
los patrones obtenidos fueron muy similares al del
almidén de maiz nativo en términos de nimero y
posicién de los picos. Sin embargo, la intensidad
de los picos caracteristicos si mostré una reducciéon
gradual con el aumento del GS, indicando que la
incorporacion de los grupos acetato redujo progre-
sivamente la cristalinidad de los almidones [27].

La cristalinidad en los almidones de ce-
reales en general ha sido atribuida a la formacién
de dobles hélices por puentes hidrégeno intermo-

Intensidad(u.a)
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8 18
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%0 2609

Fig. 5. Difractogramas de rayos X de muestras de
almidon y celulosa bacterial nativos y acetilados
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leculares dentro de los segmentos de amilopectina
[37]. En los almidones acetilados, el reemplazo
parcial de los grupos hidroxilos por grupos acetato
mas hidrofébicos y de mayor volumen redundaria
en una menor formacién de enlaces de hidrégeno
inter e intramoleculares, resultando en la pro-
gresiva destruccion de la estructura ordenada
original [37, 47]. Para almidones con los mayores
GS alcanzados (GS = 2.03) se observaron patro-
nes de DRX totalmente amorfos, indicando que
para estos niveles de sustitucién la estructura
cristalina se perdi6 por completo. Xu et al. (2004),
obtuvieron resultados similares en la acetilacién
de almidén de alta amilosa catalizada por NaOH
[35]. Los autores reportaron que cuando los gru-
pos hidroxilos fueron reemplazados parcialmente
por grupos acetato (GS= 0.57 y GS=1.11), los
picos cristalinos del almidén de maiz nativo ain
se observaron, pero con intensidades mas débiles.
Patrones de difracciéon de almidones con GS 1.68
ilustraron el progreso de la reduccién de cristali-
nidad, hasta obtenerse para GS = 2.23 patrones
de difraccién totalmente amorfos [35].

La celulosa tiene varios polimorfismos
cristalinos (I, I, III, IV), siendo la Celulosa I el
polimorfismo producido naturalmente por las
bacterias del género Gluconacetobacter. La Fig. 5b
recoge los difractogramas de la celulosa bacterial
nativa y de la celulosa bacterial acetilada por via
organocatalitica con GS=0.35 y GS=0.56. La BC
nativa mostré cinco picos de difraccién ubicados
en 20=14.4° (101), 16.7° (10-1), 20.1° (021), 22.5°
(002), y 34.4° (040), todos ellos correspondientes
a Celulosa I [48-49].

Para los GS alcanzados en la acetilacién
de BC aqui descripta, los difractogramas de las
muestras de BC derivatizada fueron muy simila-
res a los de la BC nativa, tanto en lo que refiere
al ntimero y posicién de los picos como a su inten-
sidad. A fines de determinar cuantitativamente si
la acetilaciéon indujo cambios significativos en la
cristalinidad de la celulosa bacterial, se calcul6
el indice de cristalinidad de la BC nativa y mo-
dificada utilizando el método empirico propuesto
por Segal (1959) para celulosa [26]. Los indices
de cristalinidad obtenidos fueron de 89% para BC
nativa, 87% para la BC acetilada con GS=0.35,
y de 86% para BC acetilada con GS=0.56. La es-
casa variacion en el indice de cristalinidad de las
muestras analizadas confirmé que la acetilacién
organocatalitica de BC ocurri6 preferencialmente
en la superficie y regiones amorfas de las nanofi-
bras, no afectando su ultraestructura [21, 44].

4. Conclusiones
En la presente contribucién se propuso
la acetilacion de dos biopolimeros de interés, me-
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diante una novedosa metodologia organocatalitica
caracterizada por el uso de un a-hidroxiacido de
origen natural como catalizador y por la operacién
en ausencia de solventes.

En el caso del almidén de maiz, contro-
lando adecuadamente las condiciones de reaccion,
la metodologia propuesta demostr6 su idoneidad
para producir almidones acetilados en todo el ran-
go de GS posible. En lo que respecta a la celulosa
bacterial, mediante la sola variacién del tiempo de
reaccion, se logré obtener nanofibras de celulosa
con GS en el rango de 0.35 a 0.60.

En ambos casos, la introduccién de gru-
pos acetato fue confirmada por RMN CP/MAS 3C
y FTIR. La difracciéon de rayos X, por su parte,
permiti6 evaluar cambios en la estructura cris-
talina de los biopolimeros como consecuencia
de la acetilacién. En el caso de la derivatizacién
del almidén de maiz, se observé una progresiva
reduccién de la cristalinidad del biopolimero con
el aumento del GS de las muestras. En el caso de
la acetilacion de celulosa bacterial, en cambio, la
derivatizacién organocatalitica no indujo cambios
significativos en su cristalinidad relativa, atin
para valores de GS para los cuales la intensidad
de los picos cristalinos del almidén si se vio alte-
rada (GS=0.56, Fig. 5).

Los resultados de DRX (Fig. 5) en con-
junto con el patrén de evolucion de la acetilacion
en el tiempo (Fig. 2), y la evolucién del area de
la banda correspondiente a los grupos hidroxilos
en el espectro FTIR (Fig. 4), sugieren que mien-
tras que la acetilacion de la BC fue un proceso
superficial, en el almidén la acetilacién involucré
también regiones cristalinas del granulo.

En este contexto, la ruta de acetilacién
organocatalitica propuesta se presenta como una
metodologia prometedora para la modulacién
sostenible de la polaridad superficial de la BC,
con vias a su uso en el refuerzo de matrices apo-
lares como por ejemplo resinas de tipo poliéster
biodegradable. En el caso del almidén, la ruta
también resulta una alternativa atractiva para
la preparacién sencilla y sostenible de almidones
acetilados en todo el rango de GS, ya sea para su
uso en aplicaciones especificas que requieran la
funcionalidad introducida, o a efectos de reducir
la conocida hidrofilicidad del almidén nativo.

Las ventajas mas importantes de la
metodologia de acetilacién propuesta incluyen
la operacién sin solventes agregados, el uso de
catalizadores no téxicos de origen natural, la
operacion en condiciones moderadas de tempera-
tura y presion, y la facilidad de recuperacion de
los biopolimeros esterificados debido a la hetero-
geneidad del sistema de reaccion. Vale destacar
finalmente, que el potencial de la metodologia

de esterificacion organocatalitica descripta no
se agota en los biopolimeros estudiados en la
presente contribucién, sino que la misma puede
ser facilmente extendida a la esterificacién de
otros biopolimeros y nanobiopolimeros usando
una variedad de anhidridos y 4cidos carboxilicos
como agentes acilantes.
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