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RESUMEN

El desarrollo de materiales a partir de residuos es una alternativa sostenible para redu%
la contaminacion, debido a que aprovechan estos desechos dandoles un nuevo uso. El
presente trabajo de investigacion se enfoca en la evaluacion de los diferentes métodos
de extraccion para la obtencion de nanofibras de celulosa puras a partir del raquis de

banano, para ello se aplicaron los métodos de extraccion biolédgicos, fisicos y quimicos.
En el método quimico, se realizd tratamiento alcalino con NaOH, seguido de un

blangueamiento con NaOH+H20: y finalmente se hizo una hidrélisis acida con HCI. En
el método biologico, se empled el hongo Trichoderma spp para inocular el raquis de
banano; en el tratamiento fisico en empleé el uso de un reactor hidrotermal,
sumergiendo asi el raquis de banano junto con NaOH.

Las nanofibras de celulosa obtenidas se clasificaron de |a siguiente manera: NFC-BFQ
(combinacion de métodos: enriado biolégico, explosion de vapor y tratamiento quimico),
NFC-FQ (aplicacion de métodos: explosion de vapor y tratamiento quimico), NFC-BQ
(union de métodos: enriado bioldgico y tratamiento quimico) y NFC- Q (por tratamiento

quimico), estos métodos se combinaron para evaluar su efectividad y caracterizarlas.

La caracterizacion se realizd6 mediante la determinacion del potencial de carga cero
pHecc, espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier (EITF) para la
identificar grupos funcionales presentes en las NFC, Microscopia electrénica de barrido
(MEB) para determinar la morfologia de las NFC y analisis de la viabilidad econémica.

Segun los espectros EITF, el método NFC-BQ muestra el menor estiramiento en el
rango de 1600 cm™ a 800 cm™, en comparacion con los ofros métodos. Esto sugiere
que el método NFC-BQ tiene la menor concentracion de celulosa y lignina, ya que los

picos asociados a estos componentes son menos prominentes en este espectro.

Las nanofibras extraidas por el método NFC-BQ, con un pHpcc mayor en referencia a
los otros NFC, estas seran adecuadas para aplicaciones en medios acidos, mientras
que las obtenidas por el método NFC-Q, con un pHpcc mas bajo, seran mas efectivas

en medios con ph mas acidos, debido a que favorece la adsorcion de cationes.

Aunque los métodos combinados pueden ofrecer ventajas en términos de pureza y
caracteristicas especificas de las nanofibras, el método quimico sigue siendo el mas
rentable para la produccidn de NFC a gran escala.

Palabras claves: Raquis de banano, Nanofibras de celulosa, métodos de extraccion,

caracterizacion, celulosa, EITF, MEB, pHpcc
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ABSTRACT

The development of materials from waste is a sustainable alternati&to reduce pollution,
because they take advantage of this waste by giving it a new use. The present research
work focuses on the evaluation of the different extraction methods to obtain pure
cellulose nanofibers from the banana rachis, from which biological, physical and

chemical extraction methods were applied.

In the chemical method, alkaline treatment with NaOH was performed, followed by
bleaching with NaOH+H20: and finally acid hydrolysis with HCI. In the biological method,
the fungus Trichoderma spp was used to inoculate the banana rachis; in the physical
treatment in he employed the use of a hydrothermal reactor, thus submerging the banana
rachis together with NaOH.

In the biological method, the fungus Trichoderma spp was used to inoculate the banana
rachis; in the physical treatment in he employed the use of a hydrothermal reactor, thus

submerging the banana rachis together with NaOH.

The cellulose nanofibers obtained were classified as follows: NCF-BFQ (combination of
methods: biological retting, steam explosion and chemical treatment), NCF-FQ
(application of methods: steam explosion and chemical treatment), NCF-BQ (union of
methods: biological retting and chemical treatment) and NCF-Q (by chemical treatment),
these methods were combined to evaluate their effectiveness and characterize them.

The characterization was carried out by detem]in the zero-charge potencial pHpcc,
Fourier transform infrared spectrophotometry (FTIR) for the identification of the
functional groups present in NCFs, Scanning Electron Microscopy (SEM) to determine

the morphology of NFCs and analysis of economic feasibility (production costs).

According to FTIR spectra, the NFC-BQ method shows the lowest stretch in the range

of 1600 cm ' to 800 cm *, compared to the other methods. This suggest that the NCF-
BQ method has the lowest concentration of cellulose and lignin, as peaks associated

with these componentes are less prominent in the spectrum.

Although combined methods can offer advantages in terms of purity and specific
characteristics of nanofibers, the chemical method remains the most cost-effective for
large-scale NFC production.

Keywords: Banana rachis, Cellulose nanofibers, extraction methods, characterization,
cellulose, FTIR, SEM, pHpcc.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, la ciencia ha evolucionado centrandose en el aprovechamiento de
residuos agricolas, con el fin de revertir la contaminacion ambiental y mejorar la

disposicion de los desechos agroindustriales.’

La actividad agricola desempefia un papel fundamental en los paises subdesarrollados
gue se dedican principalmente en la produccion y exponacit'&de alimentos, siendo el
banano uno de estos productos.? En la actualidad, Ecuador es considerado como uno
de los principales exportadores de banano del mundo. No obstante, el crecimiento de
esta actividad ha dado lugar a un incremento significativo de residuos, segun el Banco
Central del Ecuador (2019).3

Los desechos de este monocultivo ocasionan contaminacion ambiental, ya sea por su
guema o inadecuada disposicién, dado que el proceso de postcosecha aprovecha solo
entre el 20% y el 30% de la biomasa, dejando sin utilizar aproximadamente el@% y
80%, lo que propicia la proliferacion de plagas y degradacion del ecosistema.* Segun
el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), en el afio 2023, se han producido 6.07
millones de toneladas de banano:5 sin embargo, debido a la gran cantidad de fruta que
se produce en el territorio, se genera una elevada concentracion de residuos. En
Ecuador, el inadecuado manejo de los residuos naturales ha llevado a una mala
disposicion de estos, dando como resultado una fuente elevada de contaminacion.®

El raquis, el tallo que sostiene los frutos, constituye uno de estos residuoﬁenerados
por la Industria Bananera; por su contenido rico en celulosa se impulsa a la busqueda
@alternativas para su aprovechamiento, dado que presenta la posibilidad de utilizarlas
como materia prima en la fabricacion de diversos productos.'” Es por ello que ofrece
una oportunidad para la extraccion de nanofibras de celulosa las mismas que tienen un
alto impacto en diversas industrias, debido a que presentan propiedades como alta
resistencia, rigidez, bajo costo de materia prima, y biodegradabilidad, cualidades que

las hacen versatiles en diversas aplicaciones industriales.8

La extraccion de las nanofibras de celulosa se realiza por diferentes métodos, como el
método bioldgico donde se lleva a cabo el enriado biologico en el cual por la ayuda del
hongo Trichoderma (spp) se hidroliza los componentes de materia lignocelulésica; por
otro lado, en el método fisico se realiza la explosion de vapor mediante el uso de un
reactor hidrotermal donde se somete la muestra a condiciones de presién y altas
temperaturas, lo que permite que exista una desfibrilacion de las fibras lignocelulésicas.

Adicional a estos en el método quimico, se aplican una serie de tratamientos quimicos
10




con NaOH, HCI, H202, lo que posibilita la hidrolisis de la celulosa y degradacion de los
componentes no celuldsicos. En la practica se realiza una combinacién de métodos,
debido a que el método bioldgico y el método fisico actuaran como un pretratamiento de
la biomasa, luego de esto se sometera al método quimico, con la finalidad de comparar
si existen diferencias significativas en la calidad del producto al aplicar los métodos de

pretratamiento mencionado previamente.

Por esta razon, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar los
diferentes metodos de extraccion (fisico, quimico y biologico) para la obtencion de
nanofibras de celulosa, a partir del raquis del banano, ademas, al conocer su
composicion quimica, estructura morfoldgica y sus propiedades fisicas, se realizara la
caracterizacion de las nanofibras de celulosa empleando diferentes técnicas para
apreciar sus posibles diferencias en cuanto al producto que se obtenga por cada uno de
los diferentes métodos de extraccion, con esto podemos identificar los métodos mas

eficientes para su extraccion y maximizar su rendimientos.

11




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
Evaluar los diferentes métodos de extraccion para la obtencion de nanofibras de

celulosas mas puras a partir del raquis de banano.

OBJETIVO ESPECIFICO:
¢ Extraer nanofibras de celulosa del raquis de banano mediante métodos fisicos,

quimicos y biolégicos.

e Caracterizar las nanofibras de celulosa obtenidas mediante distintos métodos de

extraccion.

+« Evaluar la viabilidad econdmica de los métodos de extraccion.

12




CAPITULO |
1. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

A nivel mundial por cada afio se producen cerca de 2000 millones toneladas de residuos
de los cuales el 50% son residuos organicos.® Estos residuos se generan por la actividad
agricola, hogares y por diferentes procesos industriales.

Dentro de las actividades agricolas se encuentra la pmducciénﬁ banano que durante
el transcurso del tiempo ha aumentado&nivel mundial, siendo uno de los cultivos mas
importantes alrededor del mundo. Ecuador es uno de los principales paises
exportadores de banano en el mundo, siendo asi que el 29% de la oferta de este fruto
proviene de este pais. El banano que crece en racimos y su planta produce frutos una
sola vez en su vida, que por su naturaleza a nivel nacional se lo cultiva primordialmente

en la zona costera, ya que es un cultivo de clima tropical.®

Durante los Ultimos 5 afios a nivel nacional se ha tenido ciertas fluctuaciones en cuanto
a la cantidad de la produccion de este monocultivo, por ejemplo, en el 2018 tuvo una
produccion nacional de 6.5 millones de toneladas, mientras que en el 2023 decrecio a
6.07 millones de toneladas, esto debido a que la demanda que se vio afectada por
factores como la pandemia de COVID 19 y enfrentamientos geopoliticos internacionales
entre los paises consumidores de este fruto.!” A pesar dé,esto se mantiene una gran
produccién a nivel nacional de este monocultivo, debido a la gran cantidad de banano
que se produce, genera una elevada cantidad de residuos.

La cosecha produce residuos lignoceluldsicos al cortar la planta, como hojas, raquis,
tallo, y la proporcion que existe entre residuos y banano es de 2:1. Los residuos
agricolas organicos provenientes de esta industria, en su mayoria son sélidos, que se
pueden degradar o descomponer, ya sea en el suelo o en vertederos a cielo abierto.012
Sin embargo, debido a la falta de conocimiento en cuanto a la correctﬁgestién de
desechos y la falta de un buen control de los mismos, ocasiona un problema de
contaminacién ambiental, como la generaciéon de gases de efecto invernadero, malos
olores y proliferacion de plagas.'?

Estos desechos se pueden aprovechar para la generacion de energia, la creacion de
bioetanol o biogas, ademas debido a su contenido de material lignoceluldsico, el cual

sirve como materia prima obtencién de celulosa, que a su vez sirve para la obtencion de

13




nanofibras de celulosa, estas se componen de pequenas fibras en forma de hilos, largas
y flexibles.’

Las nanofibras tienen una gran acogida en la actualidad por los multiples usos que se
le pueden dar a la misma, por su versatilidad, eficiencia y bajo costo, estos materiales
se pueden utilizar como mejorador de propiedades mecanicas y material de refuerzo en
las mezclas de cemento, en la industria alimentaria para empaques, asi como posibles
remediadores ambientales para ayudar en la descontaminacion de aguas como
absorbentes de metales pesados, ademas, entre otras. Contribuyendo asi a la
reduccion de la contaminacién ambiental, puesto que se transforma un desecho en un
nuevo producto con valor agregador y que no es dafino para el medio ambiente.

1.2 Residuos agricolas

La actividad agricola genera una cantidad significativa de residuos proveniente de las
diferentes etapas del proceso de produccién, que al momento de desecharlos no poseen
valor agregado, tales como: hojas, tallos, semillas, raices, cascaras, entre otros,?’ estos
residuos al ser materiales lignocelulésicos contienen celulosa (40-50%), lignina (15—
20%) y hemicelulosa de (25-35%), dependiendo del origen y la genética de la planta,

estos valores pueden variar.'®

La celulosa que se esta contenida en los residuos agricolas se puede recuperar,
produciendo asi un subproducto de mayor valor y que se puede utilizar como base para
diferentes procesos industriales, convirtiendose en recursos potencialmente valiosos
para la economia circular.57 Lo cual al mismo tiempo ayuda a mitigar la contaminacién
ambiental provocada por la incorrecta gestién de los desechos.®

1.3 Residuos agricolas de la industria bananera

Los desechos de banano se generan a lo largo del tiempo de vida productiva de la planta,
en distintas etapas del proceso de produccién.’ Durante la etapa de cosecha y
postcosecha se producen desechos como: pseudotallo, hojas, raquis y los frutos
denominados descarte que son los bananos que no cumple con las especificaciones

para la exportacion.'?

De acuerdo con Femandez, Marangoni, Souza y Sellin, por cada tonelada de bananos
producidos se generan alrededor de 100 kilogramos de desechos frutales y cerca de 4
toneladas de desechos lignoceluldsicos, entre los cuales se produce aproximadamente:
2920 kg pseudotallos (73%), 480 kg hojas (12%) y 150 kg raquis (3.75%)."®

14




1.3.1 Contaminacién ambiental por residuos de banano. El sector bananero es un
generador potencial de residuos vegetales durante el proceso de cosecha, dado que no
consume todas las partes de la planta, quedando ﬁuna gran cantidad del mismo sin
un uso, como los tallos, hojas y raquis, de manera que al incrementar en la produccion
del cultivo, se aumenta la generacion de desecho y por la ejecucion inadecuada de estos
residuos pueden desencadenar problemas de contaminacidon ambiental,’® debido a que
por su mala disposicién, se produce la descomposicién masiva de los mismos, con la
guema de los desechos se ocasiona el surgimiento de gases de efecto invernadero, asi
como enfermedades que impactan en la salud humana y a la fauna. En este sentido, el
correcto manejo de desechos organicos esta ganando importancia dia a dia.™

1.4 Descripcion de la planta de banano

El banano es una de las frutas mas consumidas a nivel mundial, por su caracteristico

sabor y aroma, ademas de minerales esenciales como K, Ca, P.2° Este monocultivo se
da en zonas de clima tropical y subtropical, proveniente de la familia de las musaceas.
Es una planta herbacea megaforbia perenne, lo que quiere decir que esta planta no
cuenta con un tallo lefiosos, puede crecer entre 3.5 a 7.5 metros, y tiene largos periodos

de vida no obstantes solo produce fruto una vez alargo de su vida productiva.®2!

1.4.1 Raquis de banano. El raquis también conocido como pinzote o vastago, es la
parte que sostiene los frutos. Morfolégicamente el raquis en su exterior exhibe una
corteza verde delgada y uniforme, de unos 2.5 cm de espesor, posee diminutos vellos
en su superficie, mientras que, en el interior de la corteza del raquis, se hallan fibras
largas dispuestas en sentido longitudinal, de un tono blanco cuando no han comenzado
a descomponerse, conservando una alta humedad.2' Ademas es considerado como un
subproducto de la cosecha del mismo. El raquis compuesto por agua (93%), materia
solida (7%), este % de materia solida el 40% es fibra, 53% celulosa y 11.7% lignina, es
por ello que se dice que es un residuo con alto contenido de celulosa con el cual se

puede producir diferentes productos.??

1.5 Materia lignocelulésica

El componente lignoceluldsico, principalmente integrado por celulosa, hemicelulosa y
lignina, exhibe una composicion que fluctiia segun la genética de las plantas, las
condiciones ambientales y los procesos de produccion.”® Este recurso despierta un
interés considerable por su potencial versatil en diversos ambitos, resaltando su

proporcion aproximada del 40-60 % en celulosa, 30-40 % en hemicelulosas y 10-25 %
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en lignina, cifras que pueden variar dependiendo de la naturaleza del material. Esta
flexibilidad lo posiciona como un componente esencial en la industria, donde su
utilizacién puede ser clave en la fabricacion de productos y materiales respetuosos

ambiente.™

Figura 1. Componentes del material lignoceluldsico

Pared celular

celula vegetal Hemicelulosa

Lignina

Celulosa

7
Fuente: Evaluacién Del Desempefio Del Pretratamiento Con Perdxido de Hidrégeno

Sobre Bagazo de Cafa de Azlcar Para Remocion de Lignina.?*

1.5.1 Componentes de la materia lignocelulésica

1.5.1.1 Celulosa. La celulosa es considerada como un polimero natural, con una

estructura cristalina, que esta constiH‘do por la unién de monosacaridos y por unidades
de glucosa, aproximadamente de 3000 a 10000 unidades de glucosa, ademas es
considerada una fibra que aporta propiedades estructurales en las paredes de las
células vegetales, dado que posee una resistencia mecénica alta y una estabilidad

quimica.®®

Las cadenas de celulosa se alinean en paralea mediante enlaces de hidrégeno y
fuerzas de Van der Waals, lo que resulta en una estructura cristalina. La conversion de
celulosa en glucosa ha sido objeto de investigacion debido a que la glucosa resultante
puede emplearse para la produccion de diversos biocombustibles, como el bioetanol.26
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Figura 2. Estructura de cadena de celulosa

Cellobiose
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Nonreducing end Reducing end

Fuente: Mechanical Performance of Natural Fibers-Based Thermosetting Composites.
In Mechanical and Physical Testing of Biocomposites, Fibre-Reinforced Composites and

Hybrid Composite?”

1.5.1.2 Lignina La lignina, un polimero con propiedades aromaticas, surge de la
polimerizacion deshidrogenativa de fres alcoholes fenilpropidnicos (P-cumarilico,
coniferilico y sinapilico). La unién entre los distintos monomeros ocurre mediante
enlaces carbono-carbono y enlaces tipo éter entre los anillos aromaticos, y los radicales
de la misma. Su composicion varia noablemente entre especies vegetales; se halla
guimicamente entrelazada y mezclada con la celulosa y la hemicelulosa, eﬁ especial
con esta ultima. La lignina actia como un escudo protector que resguarda la celulosa
de diversos ataques y de la descomposicion natural deéa planta. Es responsable
principal de la resistencia de las paredes celulares vegetales y se concentra
mayormente en la ldAmina media, donde puede llegar a constituir hasta el 75% del total.

Ademas, puede brindar defensa contra patogenos y dafios mecanicos.?®

Figura 3. Estructura de cadena de lignina
HO OH
Lignin ™ Lignin

¢ Yome =N OMe
\=(

AL

Fuente: Mechanical Performance of Natural Fibers-Based Thermosetting Composites.
In Mechanical and Physical Testing of Biocomposites, Fibre-Reinforced Composites and

Hybrid Composites.”
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1.5.1.3 Hemicelulosa. La hemicelulosa es considerada el segundo polisacarido mas
comun en la naturaleza, posee una estructura amorfa, es conocido como un grupo de
heteropolisacarido, com&esta por azucares tales como; |a xilosa, arabinosa, galactosa
ﬁmanosa. Se presenta en las paredes celulares de las plantas, la hemicelulosa genera

un gel acuoso el cual envuelve las microfibrillas de celulosa.?®

En comparacion coréa celulosa, la hemicelulosa posee una masa molecular mas baja,
esta constituida por cadenas laterales cortas como ramificadas de diferentes polimeros
de azlcares lo cual facilita su descomposicion mediante hidrolisis. Ademas, su
estructura y composiciéon pueden variar significativamente entre diferentes especies

vegetales.?

Figura 4. Estructura de cadena de hemicelulosa

| Glucose
HOH,C

o
HO, o OH

“
HO _ Mannose_
/\ T~
HOH,C, /=0~ D!
Xylose
Arabinose o /4-\/3
HO ~+Tio

Glucuronic acid

o” “oH

Fuente: Mechanical Performance of Natural Fibers-Based Thermosetting Composites.
In Mechanical and Physical Testing of Biocomposites, Fibre-Reinforced Composites

and Hybrid Composite.?”

1.6 Nanocelulosa

La nanocelulosa es un material de valor agregado que se deriva de la celulosa, la cual
puede ser obtenida de residuos agricolas, mediante a diferentes métodos de extraccion,
ya sean fisicos, quimicos o bioldgicos, y su dimensidon deben estar comprendidos dentro
del rango de los nanometros.?® Durante los Ultimos afios, el desarrollo de las nanofibras
de celulosa ha captado el interés cientifico e industrial, debido a sus propiedades, como
su baja densidad, alta biodegradabilidad, resistencia, flexibilidad y rigidez, entre otros;
lo que hace que este material sea muy versatil para la aplicacién en diferentes

procesos.8
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Las nanocelulosas dependido del método de extraccion, su morfologia, y funcionalidad,
se subdivide en los siguientes tipos: nanocelulosa bacteriana (Bacterial Nanocellulose -
BNC), nanofibras de celulosa (Cellulose Nanofibers - CNF) y nanocristales de celulosa

(Cellulose Nanocrystals - CNC).2°

1.6.1 Celuiosa bacteriana. La nanocelulosa bacteriana (NCB), son fibras torcidas, que
tienen forma de cinta. La celulosa que se requiere para producir las nanocelulosa, es
obtenida por la secrecion de bacterias aerobicos (crecer en presencia de oxigeno), como
las que pertenecen a los géneros Acetobacter xylinum y Gluconacetobacter xylinus,
ademas de Agrobacterium, Rhizobium, Sarcina o Alcaligenes, estas bacterias usan
como sustrato azucares monoméricos o monosacaridos de bajo peso molecular.?%30
Este tipo de nanocelulosa tiene un alto grado de cristalinidad (84% - 89%),

polimerizacién y pureza.®

Las nanocelulosas bacterianas eran costosas de obtener debido a los cultivos de la
bacteria, no obstante, se observo que los residuos lignoceluldsicos agroindustriales son
una buena fuente de carbono para |la fermentacion y el crecimiento de las bacterias. Con
el aprovechamiento de un residuo los costos de obtencion de este material se reducen
lo que hace que sean atractiva para desarrollar, y aplicarla para procesos como:
membranas de parlantes, piel artificial, células de bicombustibles, entre otros.!8

1.6.2 Nanaocristales de celulosa. Los nanocristales de celulosa (NCC), son particulas
solidas en forma de varilla, con un rango en sus dimensiones que van de 100 a 500 nm
de largo y 5 a 15 nm de ancho, dependiendo de su origen y su tratamiento pueden tener
una pureza del 90%.%° Los CNC generalmente se obtienen por hidrolisis con acidos
inorganicos fuertes, como: acido sulfurico, acido fosforico, acido clorhidrico, acido
bromhidrico y acido nitrico, con este proceso se aisla la celulosa, con la cual se deja
region cristalina, disolviendo la region amorfa y los componentes no celuldsicos.??

1.6.3 Nanofibras de celulosa. Las nanofibras de celulosa (NFC), son diminutas fibras
en forma de hilos largos y flexibles, compuestas por dominios alternados cristalinos
(estructura ordenada) y amorfos (estructura desordenada que le dala flexibilidad), entre
sus dimensiones tienen un didmetro de 1 - 100 nm y una longitud de 500 - 2000 nm.1®
Ademas, se encuentran entrelazadas, tienen la capacidad de formar redes densas
unidas fuertemente por enlaces de hidrogeno interfibrilar. Se obtiene principalmente, por

métodos mecanicos, y se caracteriza por tener excelentes propiedades como:
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resistencia mecanica, presenta un caracter hidrofilico, alta cristalinidad, gran éarea
superficial, transparencia, elevada rigidez.?

1.6.3.1 Propiedades. Este revolucionario ten‘al sustentable, con una amplia gama
de propiedades sobresalientes, se destaca en el ambito de la ingenieria y |a ciencia de
los materiales. Su capacidad para ser dimensionado a una escala nanométrica les
confiere versatilidad y adaptabilidad a diversas aplicaciones, mientras que exhibe una
rigidez exrﬁ\cional y una estabilidad notable en ambientes adversos y temperaturas
elevadas. Esto lo convierte en una opcion ideal para entornos de alta exigencia. Su
superficie altamente modificable y su estructura cristalina ofrecen oportunidades (nicas
para la ingenieria de materiales a medida y aplicaciones avanzadas. Ademas, su
destacada resistencia especifica lo hace altamente durable y confiable en condiciones

extremas.”®

Por otro lado, este material se distingue por su baja conductividad térmica renovable, lo
que no solo contribuye a la eficiencia energética, sino que también amplia su potencial
de aplicacion en areas donde el controﬁrmico es crucial. A pesar de estas cualidades
sobresalientes, es accesible en costos, lo que lo convierte en una opcion aftractiva desde
una perspectiva técnica y econdmica. Es importante tener en cuenta&e la complejidad
de este material varia dependiendo de las caracteristicas especificas de la materia prima

utilizada y de los procesos de fabricacion empleados.?®

1.6.3.2 ﬁ:‘caciones industriales. Las nanofibras de celulosa se estan utilizando cada
vez mas en una variedad de aplicaciones industriales debido a sus propiedades Unicas.
Segun un articulo publicado en "Industrial Crops and Products", estas aplicaciones
incluyen:32

¢ Refuerzo de materiales compuestosm Las nanofibras de celulosa pueden
incorporarse en matrices poliméricas para mejorar las propiedades mecanicas
de los materiales compuestos, como la resistencia y la rigidez. Esto los hace
utiles en la fabricacion de productos como componentes automotrices y
aeroespaciales.

e Embalaje enible. Las nanofibras de celulosa pueden utilizarse para
desarrollar materiales de embalaje biodegradables y compostables, ofrecen una
alternativa ecologica a los plasticos convencionales y son adecuados para
aplicaciones de embalaje en diversos sectores industriales.

« Filtracion y separacion. Las nanofibras de celulosa tienen una estructura porosa

qgue las hace efectivas para la filtracion de liquidos y gases. Se utilizan en
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aplicaciones como la purificacion de agua, la filtracion de aire y la separacion de
componentes en procesos industriales.

Recubrimientos funcionales. Las nanofibras de celulosa pueden formar
recubrimientos delgados con propiedades barrera y antimicrobianas, se aplican
en envases de alimentos, productos farmacéuticos y textiles para mejorar su
durabilidad y seguridad.

Electronica flexible. Las nanofibras de celulosa se estan explorando como
sustratos flexibles para dispositivos electrénicos, como pantallas y sensores. Su
alta transparencia Optica y flexibilidad los hacen prometedores para aplicaciones

en electronica portatil y dispositivos medicos.

En medicina y biomedicina, se emplea en la creacion de piel artificial para tratar
guemaduras y Ulceras, asi como en la entrega controlada de medicamentos y en
apésitos antimicrobianos para heridas.

En cosmética, su papel como estabilizador de emulsiones se destaca en la
formulacion de cremas y tonicos. En la industria alimentaria, se utiliza para

producir celulosa comestible, como la nata de coco.®
Industria del papel, mejora la flexibilidad y durabilidad de los productos,
Construccion y los polimeros, actua como material de refuerzo,

Electrénica, se emplea en la fabricacion de componentes opto-electrénicos.

De tal forma, se puede mencionar que, las nanofibras de celulosa tienen un gran

potencial para una amplia gama de aplicaciones industriales debido a sus propiedades

unicas y su sostenibilidad ambiental. Su uso esta en aumento en sectores como la

automocion, el embalaje, la filtracion, los recubrimientos y la electrénica.®

1.7 Métodos de extracciéon

Métodos quimicos. En los métodos quimicos se usan diferentes tipos de acidos,

bases y disolventes, tanto diluidos como concentrados, para eliminar impurezas propias

del material lignocelulésico y degradar los componentes no celulodsicos.?”

1.7.1.1 Tratamiento alcalino. EI| tratamiento alcalino se lo emplea en materiales

lignoceluldsicos para la descomposicion de su estructura cristalina, estos materiales

(fibras naturales) se introducen en una solucion de NaOH a un tiempo y temperatura

determinada, mediante este proceso se altera la superficie de las mismas, eliminando
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los componentes no celuldsicos como la lignina y hemicelulosa. Después de este
tratamiento las fibras se vuelven amarillas cuando la concentracién del NaOH aumenta,
es por ello que requiere de otro tratamiento quimico como es el blanqueamiento.?”

1.7.1.2 Blanqueamiento. Generalmente las etapas de blanqueo dwelulosa son
tratamientos acidos o alcalinos y se utilizan productos quimicos como: clorito de sodio
(NaClO;), hipoclorito de sodio (NaClO) y perédxido (H20:), sobre parametros de presion
y temperatura atmosféricas lo cual provoca la degradacion de la lignina cambiando su
estructura, incluyendo también a la celulosa y hemicelulosa pues los enlaces

participantes éster y glucosidicos se ven afectados.*

1.7.1.3 Hidrolisis acida. Se conoce que la hidrolisis acida es favorable pata la obtencidon
de azlcares fermentables, en el cual varian ciertas condiciones tales como la
concentraciénéla temperatura® participan sustancias acidas concentradas o en
dilucién entre acido nitrico HNQOa, acido sulflirico HoSQ4, acido clorhidrico HCI, acido
fosforico H3PO4, para la descomposicion de la celulosa, hemicelulosa separando de tal
manera, a su forma elemental 2835

La hidrolisis acida provoca una protonacion rapida del oxigeno glucosidico, lo que
provoca la adicion de agua para romper el enlace y producir dos fragmentos de cadena
mas cortos.%

1.7.2 Meétodos fisicos. Los métodos fisicos son fundamentales para la modificacién de

la estructura de la biomasa, aumentando el area superficial reduciendo el tamafio de
particulas, mediante una serie de pasos sencillos como molienda, trituracion y

pulverizacion de la materia, asi como el secado, microondas, explosion de vapor, etc.?”

1.7.2.1 Explosion de vapor. La explosion de vapor es un pretratamiento de origen
hidrotermal, con el cual se somete el material lignoceluldsico, a presion de vapor y altas
temperaturas, con el que se consigue la despolimerizacion de la lignina, haciendo que

salgan las fibras de celulosa.’”

Se destaca como uno de los pretratamientos mas eficaces para maderas duras y
residuos agricolas, aunque su eficiencia es menor en el caso de maderas blandas. La
biomasa se somete a vapor saturado a temperaturas que oscilan entre,160-260 °C
(0.69-4.83 MPa). En el transcurso de la detonacién de vapor, se generan acido acético
y otros acidos organicos mediante la hidrolisis de la hemicelulosa, contribuyendo asi a

la ruptura de los enlaces éster y éter en |la matriz de celulosa-hemicelulosa-lignina. Los
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factores que influyen en este proceso incluyen el tiempo de tratamiento, la temperatura,
el tamario de las particulas y el contenido de humedad .

Este se ha convertido en un metodo de pretratamiento popular debido a su bajo uso de
productos quimicos y bajo consumo de energia, debido a que se obtienen los mismos
tamanos que con los métodos fisicos, no obstante, se requiere 70% menos de energia.?®

1.7.3 Métodos bioldgicos.

1.7.3.1 Enriado biolégico al aire libre. Este método de enriamiento, caracterizado por
su bajo costo, implica exponer las vainas de platano al ambiente exterior, permitiendo
gue los microorganismos presentes en el proceso de descomposicion separen los haces
fibrilares. %embargo, esta técnica conlleva la consecuencia de que las fibras extraidas
presenten variaciones en sus propiedades, dado que las condiciones de temperatura y
humedad no son consistentes. Como resultado, la calidad de la fibra puede verse
comprometida facilmente, ya que corre el riesgo de danarse. Este proceso de
enriamiento suele requerir un periodo de entre veintiin y cuarenta y dos dias para
extraer la fibra del platano.?

E descomposicion de la fibra mediante tratamiento biolégico se lleva a cabo gracias a
la accion de diversos microorganismos, como hongos y bacterias, que tienen la
capacidad de degradar la estructura compleja de la pared vegetal mediante la actividad
de enzimas especificas como celulasas y enzimas que modifican la lignina. Para mejorar
la eficacia de los pretratamientos, se pueden emplear microorganismos con alta
capacidad lignocelulolitica, como hongos de la podredumbre blanca, o se pueden utilizar
diferenteseﬁnriantes de consorcios microbianos que logran una degradacion mas
completa de la pared celular vegetal. Se puede mencionar que, estos co-cultivos
representan una solucién eficiente en |a biotransformacion de sustratos complejos. Se
menciona ampliamente que los géneros Curvularia y Trichoderma son microorganismos

con alta capacidad lignocelulolitica.*°

La hidrélisis enzimatica es un método moderno para obtener nanoparticulas de celulosa
de manera eficiente en términos de energia. Durante este proceso, se forman nanofibras
cristalinas conectadas a una fase amorfa. Generalmente, se emplean pulpas
blanqueadas como punto de partida, que luego se tratan con enzimas, principalmente
celulasas. A menudo, se combinan técnicas mecéanicas para mejorar la accesibilidad de
las fibras celuldsicas. Durante la hidrolisis enzimatica, la estructura de la biomasa

cambia a una escala nanométrica, lo que afecta la forma en que las enzimas pueden
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acceder yﬂescomponer la celulosa. Esto se debe a que las enzimas continuamente
modifican el tamafio y la forma de las fibrillas, asi como el area superficial disponible
para la reaccion.?8

1.7.4 Combinacion de los métod& Los pretratamientos mecanicos, guimicos y
enzimaticos se usan para mejorar la produccién de nanofibras de celulosa (CNF) y
reducir el consumo de energia. Dentro de estos metodos se encuentra la
homogeneizacion a elevadas presiones, micro fluidizacion, molienda y refinado. Estos
métodos se pueden aplicar individualmente o en combinacion segun las necesidades
del proceso y las propiedades deseadas del producto final. A pesar de estos
pretratamientos, a veces es dificil obtener un producto homogéneo, razén por la cual se

opta por la combinacion de estos métodos.*!

Métodos como la hidrolisis acida presenta alta cristalinidad pero con desecho de
grandes cantidades de aguas acidas, mientraaque la desintegracion mecanica tiene
alta pureza pero alto consumo energético, las bacterias aerobias generan gran pureza
y cristalinidad pero bajo rendimiento,d la hidrolisis enzimatica es respetuosa con el
medio ambiente sin embargo necesita mayor tiempo de preparacion, el electro hilado es
versatil pero propenso a aglomeracion, por otra parte la homogeneizacién es eficiente
pero con desventajas como obstruccién y disminucion de estabilidad térmica, la
molienda es rapida pero con necesidad de mantenimiento y con el refinado se aumenta

superficie pero disminuye longitud y cristalinidad.?®

Cada método tiene su ventaja es por ello que se los puede combinar y aprovechar de
mejor manera lo que cada uno ofrece, para obtener una mejor extraccion de celulosa,
al utilizar una combinacion de tratamientos, se puede optimizar la extraccion de celulosa
segun las caracteristicas especificas del raquis de banano, logrando asi una mayor
eficiencia y mejor calidad del producto final.

1.8 Caracterizacion de las nanofibras de celulosa

1.8.1 Microscopia electronica de barrido (MEB). En el andlisis de Microscopia
Electronico de Barrido (MEB o en sus siglas en ingles SEM) se vale de una corriente de
particulas diminutas para examinar la superficie de la muestra. Estas particulas
dispersas son colectadas para formar una imagen detallada, que gracias a esta técnica,
se pueden explorar tanto la composicion quimica como la estructura material a escalas
minusculas, permitiendo asi un entendimiento profundo de la organizacion interna de

una variedad de materiales.*?
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Por otro lado, las propiedades morfologicas de las nanoestructuras de celulosa, tales
como las nanofibras de celulosa (NFC), pueden ser observadas a pesar de sus
dimensiones y formas irregulares. Estas nanoestructuras pueden tomar diferentes
formas, desde placas delgadas hasta fibras individuales, dependiendo del proceso de
autoensamblaje durante su formacién. Aspectos como la concentracién, cristalinidad y
cambios en la carga superficial también influyen en su morfologia. Por lo tanto, es
esencial realizar una observacion detallada de estas caracteristicas para entender mejor

sus propiedades y aplicaciones en diversas areas.*?

1.8.2 Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). La Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) es una técnica fundamental para analizar
los grupos funcionales, la estructura molecular. Para obtener el espectro de aﬁoroir’m,
se utiliza un instrumento llamado espectrofotdmetro, que emite un haz de radiacion
infrarroja que atraviesa la muestra, esta interaccion de la radiacion infrarroja con los
enlaces covalentes presentes en dichos materiales, produce vibraciones moleculares
especificas, las mismas que revelan informacién sobre la composicion quimica y los
enlaces presentes en la muestra.** Para determinar los grupos funcionales (OH-) en la
celulosa se usan intervalos de medicion en la escala de absorbancia desde 4000 a 700

Cmf‘l_45
La FTIR tiene una amplia gama de aplicaciones en areas como la quimica, la

farmacologia, la ciencia de materiales y la biologia, ya que permite identificar con

precision y rapidez diversos compuestos.

Tabla 1. Principales bandas de los espectros FTIR para las NFC

Longitud de onda Componentes  Grupo Funcional
3700 3200 OH Celulosa*®
3414 3412 OH Celulosa®®
2900 2700 C-H Celulosa-

Hemicelulosa*’

1730 1700 C=0 Acido Carboxilico®®
1600 1500 N-C-O Lignina*®
1600 1475 C-C Lignina“®
1433 1428 C-6 Celulosa*”
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Tabla 2. (Continuacion)

Longitud de onda Componentes  Grupo Funcional
1336 1000 C6 Celulosa®
1317 1317 Cc-O0 Celulosa-Carbonil*®
1428 1311 CH2 Celulosa®
1300 1000 C-0-C Celulosa®”
1294 1241 Cc-0 Lignina®®
1100 1160 C-0-C Celulosa®?
1160 1000 C-0-C Celulosa*?
896 894 C-H Celulosa®
588 662 C-OH Carboxilo*®
527 521 C-0-C Celulosa®

Fuente: Autoria propia

1.8.3 Potencial de Carga cero. El potencial de carga cero (PCC) es fundamental en
las teorfas de la doble capa eléctrica (EDL), indicando el punto donde la superficie de un
material no tiene carga neta. Al alejarse de este punto, se forman contraiones que crean
la doble capa eléctrica. Medir el PCC en electrodos metalicos es dificil debido a la

preparacion de electrodos monocristalinos y la adsorcion especifica de iones.

El PCC se encuentra graficando ph inicial vs Aph (pH inicial — pH final).5® El pH en el
potencial de carga cero (pHpcc) determina el pH donde la superficie de un adsorbente

es electricamente neutra:

* Cuando el pH es menor que el pHrcc, la superficie es positiva.
* Cuando el pH es igual al pHpce, la superficie es neutra.

¢ Cuando el pH es mayor que el pHpcc, la superficie es negativa.

Esta variacion en la carga superficial influye en la capacidad de adsorcion del material.
Una carga negativa favorece la adsorcion de cationes, mientras que una carga positiva
favorece la adsorcién de aniones.5% La carga superficial en fase acuosa se modifica por
la absorcidn de iones y se estudia con curvas de consumo de protones, convergiendo
en el PCC.%
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1.9 Viabilidad Econémica

1.9.17 CAPEX. Abreviatura de Capital Expenditure, se refiere a los fondos destinados
a adquirir, mejorar o mantener activos fisicos a largo plazo, cruciales para la capacidad
productiva y la expansién de operaciones. Es esencial disponer de un presupuesto
CAPEX preciso al iniciar o mantener un inventario, revisar los gastos operativos (OPEX),
y calcular el capital necesario para las necesidades de cada departamento,
determinando asi el presupuesto anual requerido.®®Dentro de este presupuesto se
incluyen costos tales como, los equipos de procesamiento, el manejo del agua, la

infraestructura, el desarrollo y los costos de abandono.5®

1.9.2 OEEX. Los costos operativos se dividen en variables y fijos. Los costos variables
incluyen mano de obra, mantenimiento, combuslaes y productos quimicos, mientras
que los costos fijos abarcan servicios publicos, alquiler de equipamiento, seguros y

stos generales y administrativos. Ademas, hay otros costos relacionados con
transporte y logistica, personal y materiales, y otros costos operativos no previamente
mencionados. Estos costos se agrupan y se clasifican en fijos o variables segln las
areas analizadas y la diversidad de los resultados obtenidos.5

Tabla 3. CAPEX OPEX - Costos fijos/variables

Rama Tipo Fijo/Variable
Instalaciones Fijos
Equipamiento Fijos/Variables
Perforaciones Variables
CAPEX Gasoducto/oleoducto Fijos
Abandono Fijos
Otros CAPEX Fijos/Variables
Campos Fijos Fijo
Campos Fijos Fijos
OPEX Campos Variables Variables
Transporte Variables
Otros OPEX Variables
Regalias Variables
Alas ventas Variables
IMPUESTO Ala Renta Variables
Otros Variables

Fuente: Gestion de servicios enfocados a OPEX en lugar
de CAPEXS®
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CAPITULO II
2. METODOLOGIA

2.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo analitico y comparativo, involucra la sintesis de
nanofibras de celulosa utilizando métodos fisicos, quimicos y biolégicos, seguido de la
caracterizacion morfoldgica de las nanofibras de celulosa.

2.2 Disefio de investigacion

La investigacion tuvo un disefio experimental, donde se desarrolld la manipulacion de
variables, en el cual se utilizd una combinacién de los métodos fisicos, quimico y
biologicos para la determinacion de componentes Iignoceﬁc’usicos. Ademas, para la
caracterizacién de las NFC se aplicaron las técnicas de microscopia electronica de
barrido (MEB), la espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (EITF) y pHpzc.

2.3 Enfoque de investigacion

Tuvo un enfoque mixto cualitativo — cuantitativo, debido a que se caracterizo y evalué
de la viabilidad econdmica de los métodos para la obtencidon de las nanofibras de

celulosa.

2.4 Ubicacion Geografica
La parte experimental se realizé en los laboratorios de investigacion de la Facultad de

Ciencias Quimicas y de la Salud, de la Universidad Técnica de Machala.

2.5 Poblacion de estudio

El recurso vegetal utilizado en la investigacion corresponde a los residuos de banano,
especificamente el raquis. Mientras que el objeto de estudio la investigacion fueron los
métodos para obtencion de nanofibras de celulosa.

2.6 Variables

Las variables a ftratar en la investigacién fueron variables dependientes e
independientes. Las variables independientes fueron los diferentes métodos de
extraccién de las nanofibras de celulosa por método bioldgico fisico y quimico, y la
variable dependiente analizadas fueron nanofibras de celulosa, con esto se evalud como
diferentes métodos de extraccion influyen en sus caracteristicas.
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2.6

Materiales, reactivos y equipos

En el presente estudio, se emplearon mdiltiples materiales, reactivos y equipos para la

extraccion y caracterizacion de nanofibras de celulosa. La tabla a continuacion

proporciona una descripcion detallada de los elementos necesarios para que se lleve a

cabo los procedimientos experimentales.

Tabla4 Descripcion de los materiales, reactivos y equipos a utilizar.

Materiales Reactivos Equipos
e Baldon volumétrico de| e Hidroxido de sodio Balanza analitica (OHAUS
100ml,  250ml, 500ml, NaOH pureza 98.8% PIONEER)
1000ml (Fisher scientific) Estufa (MEMMERT VN6400
+ Probeta de 100ml e Peroxido H202 10V 4051785)
« Pipeta graduada * Acido clorhidrico HCI| | comoana  de  extraccion
o .
_ o pureza 37.4% (Fisher (LABCONCO)
s Varilla de agitacion chemical)
L Molino de cuchillas
e Barras de agitacion| , riichoderma spp
magnética (Equabiolégica) pH-metro (OHAUS
AQUASEARCHER)

» Frascos para reactivos de
250 mi

« Embudo

« Papelfiltro

« Matraz de 250ml y 500ml
» Fundas con auto cierre

* Piseta

* Pinzas

* Espatula

¢ Tamiz malla 250 pm

¢ Termometro

e Carboximetilcelulosa

e Sulfato de
concentrado (NH,) .SO,
(Fisher chemical)

amonio

 Fosfato diadico de
potasio concentrado
KzHPO: (Fisher
chemical)

o Acido citrico C¢HgO5

+ Citrato de sodio
NaaceHsor (Fisher
scientific)

¢ Agua destilada

Agitador orbital (INFORS HT
Celltron)

Plancha de calentamiento
(CIMAREC SP131015)

Reactor hidrotermal con

camara de Teflon

Microscopio electronico de
barrido

Espectrometro infrarojo

Liofilizador

Fuente: Elaboracion propia
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2.7 Desarrollo experimental

2.7.1 Preparacion de la muestra.

Se recolectd la materia prima (raquis de banano), de la Universidad Técnica de Machala,
en la facultad de Ciencias Agropecuarias, luego de la recoleccion realizé el lavado,
pelado y troceado (cubitos 1cm aprox) de materia prima se obtuvo 6.91 kg, luego del
proceso de troceado se sumerge en agua destilada, para evitar la oxidacion, a
continuaciéon se realizé un ultimo lavado con agua destilada con el fin de eliminar
impurezas presentes en nuestra muestra, seguidamente se seco la muestra con toallas
adsorbentes para reducir la humedad y se lo llevo a la estufa a 70°C por 48 horas,
pasado este tiempo se consiguid 345.30 g de raquis seco.%?

Una vez que se obtuvo la muestra seca, se trituro y tamizo con un tamiz de 250um, se
obtuvo 304.08 g raquis particulado (polvo). Finalmente se almacend este raquis
particulado en frascos ambar para prever que la luz afecte sus propiedades y conservar

la muestra.

Figura 5. Obtencion del polvo del raquis de banano

RAQUIS DE BANANO

L]

)
PELADO ]
]

L 2

TROCEADO

L

LAVADO ]q Agua destilada ]

t= 2 dias
SEC;DO H T=70°C ]

TRITURADO ]

TAMIZADO H N° 250 um J

POLVO DE RAQUIS ]

— e e e e e e

Fuente: Autoria propia

30




2.7.2 Metodos de obtencion de nanofibras de celulosa.

2.7.2.1 Método 1 - Tratamiento qmnico (Q). Se siguié con la metodologia establecida,
se hizo ciertas modificaciones®!. A continuacién, se muestra el diagrama de flujo del
proceso del método 1 para la obtencion de nanofibras por tratamiento quimico.

Figura 6. Diagrama de flujo de tratamiento quimico

[ POLVO DE RAQUIS ]

NaOH 0.5M
BLANCi’EADO H 3% H202 + NaOH 0.5M ]

HIDROLISIS ACIDA H HCI 2M ]

LAVADO ]

l' H Agua destilada ]
PH neutro

[ FILTRADO ]

|

REFRIGERADO H t= 48 horas ]

LIOFILIZADO H t= 40 horas ]

OBTENCION DE NFC ]

P

Fuente: Autoria propia

Para comenzar, se peso 15 gr de polvo de raquis, el cual paso primeramente por el
tratamiento alcalino, para esto se prepard una solucion de 300ml de 0.5M de NaOH,

para ello se realizaron los siguientes calculos:

40g NaOH 0.5 mol NaOH
1mol NaOH 1L

*030L =6g NaOH

En matraz se sumergio los 15 gr de polvo de raquis con los 300ml de NaOH 0.5M,
con ayuda de una plancha de agitacion, se colocé la muestra a 30°C por 18h, luego se
lavan las muestras, mediante decantacion y filtracion, este procedimiento se realizo
hasta que la muestra alcanzo un pH neutro. Simultdneamente se siguié con el

blangueamiento, el cual consiste en preparar una solucion binaria de 200ml con NaOH
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0.5 My H202 al 3% en peso. Se empezd con el célculo para hacer una solucion de 3%

pero6xido de hidrégeno en un volumen de 200ml, para ello se emple6 la ecuacion (1)

CixVi=0 (1)

Donde:

C4: Solucion concentrada %

V4: Volumen de solucion concentrada a diluir L
Cy: Solucion diluida %

Vy: Volumen de solucion diluida L

030 %200 ml

Se tomaron 100 ml de la solucion concentrada al 6% H»O, la cual se diluye en un balén

volumétrico de 200ml con agua destilada consiguiendo una solucién de H;O; al 3%, esta

sirvi6 como solucion base para adicionar el NaOH que se calcula a continuacion.

40g NaOH 0.5 mol NaOH
*
1mol NaOH 1L

+020L =4g NaOH

Se pesé 4g de NaOH para mezclarlos con la solucion de H20z, una vez realizada esta
solucion, se mezclo junto con la muestra en la plancha de agitacion magnetica a una
temperatura de 45°C por un tiempo de 14h. Pasado este tiempo, se realizo el lavado
mediante decantacién, luego se filtra y se lava nuevamente hasta llegar a un pH neutro.

Posteriormente, se realizo el proceso de hidrdlisis acida, se preparé una solucion de 200
ml acido clorhidrico (HCI) 2 M a partir de una solucién de HCI al 37%, para ello se
realizaron los calculos en los que se emplearon |las ecuaciones (2) y (1), como se detalla

a continuacion:

37mlHCL 2500 ml de sol.conc. 1.19 g HCl

100 ml de sol.conc. 1 "TmiHcl 1100.75 gr HCl
M = moles soluto/L solucion (2)
M=1208M
GV =GV, 1)
Vv, =3311ml
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En la solucion de HCI 2M, se sumergid el residuo insoluble obtenido y sometio a
agitacion en una plancha de agitacion y calentamiento a 55°C durante 2 h, pasado este
tiempo se lavo la muestra obtenida, primero por decantacion y luego por filtracion hasta
llegar a un pH neutro. Finalmente se colocaron las muestras en frascos con tapa
esterilizados y se sometieron a congelacion por 24 horas, posteriormente, las muestras
fueron liofilizadas por 40h, por ultimo, se almacend en un recipiente ambar para luego

realizar los respectivos analisis.

2.7.2.2 Meétodo 2 - Enriado biolégico y tratamiento quimico (BQ). Para este método se
realizo el enriado biolégico, el cual consta en la activacion, incubacién del hongo
Trichoderma spp e inoculacién del mismo con la muestra del polvo de raquis, el
remanente insoluble obtenido se seca y se lo trata con el método quimico, como se

muestra en el siguiente diagrama 2

Figura 7. Diagrama de flujo para la obtencion de nanofibras por enriado bioldgico y
tratamiento quimico

[ POLVO DE RAQUIS ]

]

ACTIVACION

L |

INOCULACION

Trichoderma spp
CMC, (NH4):S0,, K:HPO,

Raquis, trichoderma spp
activada

K=

I I I1T

pH= 4.5, t=5 dias

FERMENTACION T=30°; Agitacion=120rpm

J

PURIFICACION

K=

LAVADO

=

SECADO

r— p— | p— p— —

T=55°C; t= 24h ]

<=

[ TRATAMIENTO QUIMICO

L 2

[ LIOFILIZACION

[ ALMACENAMIENTO H T=25°C ]

Fuente: Autoria propia

t=40h ]
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Enriado bioldgico: Se prepard una solucion de 250 ml Buffer (citrato de sodio + &cido

citrico), para esto se realizan los célculos respectivos previamente, con los cuales se
prepard las siguientes soluciones:

Solucién de 250 ml de citrato de sodio Na;C;H:0, a 0.05M

258.06 g/mol 0.05 mol Na;C; H; 0
*
1mol Naz CgHs0; 1L

% 0.25 L = 3.226 g NayCgHs0,

Solucion de 100 ml de acido citrico a 0.5 M

192.12 g/mol 0.5 mol CgHgO;
*
1mol CGHBO7 1L

¥0.1L = 9.606g C4Hg0,

Solucion de 100 ml de acido citrico C6H807 a 0.75 M

192.12 g/mol 0.75 mol CeHg O
*
lmﬂi C6H807 1L

0.1 L = 14.409g CsHgO,

El volumen total de la solucién Buffer es de 250ml, para la preparacién del mismo en un
balén volumétrico afgrado de 250ml, se realizo la solucion base de citrato de sodio, para
esto se peso 3.226 g de citrato de sodio y se disolvidé en 230 ml de agua destilada con
esto se obtuvo una solucion con pH de 8.2 aprox. ligeramente alcalino, es por ello que
con las soluciones de acido citrico se ajusté pH a 4.5, para esto se coloct en buretas
las solucidn de acido citrico y se hizo caer gota a gota, mientras estaba en agitacion, al
mismo tiempo fue tomando el pH. Se debe tener cuidado y no pasarse del aforo de 250
ml, ni del valor del pH, si no se llegase al aforo con el acido, se adiciona agua destilada
y se comprueba que el pH sea el correcto.

Una vez que se preparé la solucion BUFFER, se trasvasa a un matraz Erdlenmeyer y se
pesaron los compuestos de sulfato de amonio y fosfato di acido de potasio, que
aportaron los nutrientes (10% N, 3% S, 5% P) necesarios para la activacion del

Trichoderma spp, para saber la cantidad necesaria se realizo los respectivos calculos.
Calculo de N con (NH4)250,

10N 132.14g (NH,),50, 1mol (NH,),SO, 1molN
—_— * *
100 1mol (NH,),S0, 1mol N 28g N

=0.472 g(NH,),S0,

Calculo de S con (NH,),S0,

35 132.14g (NH,),S0, 1mol(NH,),S0, 1mol S
—_— * *
100 1 mol (NH,),50, 1mol S 3295

=0.124 g(NH,),S0,
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Calculo de P con KH,(PO,)

5P 136g KH,(PO,) 1molKH,(PO,) 1molP
—_— % * *
100 1mol KH,(PO,) 1 mol P 31gP

=0.219 g KH,(PO,)

Asi mismo se utilizé una solucion de carboximetilcelulosa (CMC) de grado alimenticio al
3% para los 250 ml de la solucion BUFFER.
P g soluto

%—=—————=100 1
°V ~ ml solucion : @

3
soluto = —— = 250 =7.5 g CMC
g soluto = 370 g

Luego que se realizaron los calculos, se obtuvo que se necesitd 0.596 g (NH,),;S0, y
0.219 fosfato di acido de potasio, para gue se exista un medio de cultivo dptimo pﬁa la
activacion del hongo. Estos compuestos se los adicion¢ a la solucion BUFFER, con la
ayuda de una plancha de calentamiento y agitacion magnetica. Una vez que se diluyeron
completamente los nutrientes en la solucion, se calenté a una temperatura a 50°C.
Cuando se llego a esa temperatura se |le afadieron los 7.5 g de CMC y se mezcla hasta
que guede totalmente homogénea, se dejé enfriar hasta los 30°C, para poder adicionar
el hongo Trichoderma spp. Para ello se calculd los gramos del hongo que contiene 5%
de conidios.

1 %Trichoderma SpY  100% Conidios

1L : 5% Conidios

= 20g Trichoderma spp

Se afadieron 20gr del hongo Trichoderma spp para la activacion y se agité para que se
mezcle completamente con medio de cultivo. Una vez que se tuvo lista la muestra se
sellaron los matraces con gasa y una liga para evitar posible contaminacion, y se llevo

a la incubadora con una plancha agitadora por 3-5 dias a 120 rpm.

Inoculacion con polvo de raquis: Al pasar los dias de la activacion del hongo, se procedio
a preparar una solucién de 750 ml Buffer (0.05 M citrato de sodio + &cido citrico) con un
pH 4.5, siguiendo los mismos pasos descritos anteriormente.

Solucion de 750 ml de citrato de sodio Nas C, Hs0, a 0.05M

258.06 g/mol  0.05mol NazCgH:04
*
lmoi NQ3C6H507 1L

£ 0.75L = 9.667g Na;CsHs 05
Solucién de 100 ml de &cido citrico a 0.5 M

g
19212 " . 0.05 mol C4HgO,
1mol C4Hg0- 1L

£0.1L = 9.606g CsHgO
35




Solucion de 100 ml de acido citrico C6H807a 1 M

1921250 1 ol ¢, Hg0,
)
1mol CgHgO, 1L

£0.1L = 19.212gCHg0,

A la solucion Buffer de 750 ml se afadidé 50g de polvo de raquis y Trichoderma spp
activada y se coloco en la plancha de agitacion magnetica para su homogenizacion, de
esta manera se obtuvo un volumen total de 1000 ml de disolucion. Luego de esto se
trasvaso la disolucion en 3 matraces Erlenmeyer para posteriormente llevarlo a la

incubadora a 30°C con una plancha agitadora por 5 dias a 120 rpm.

Al finalizar este tiempo se coloco la muestra (raquis inoculado) en un recipiente limpio y
esterilizado con agua destilada para comenzar el proceso de lavado por medio de
decantaciones hasta que el agua se tomo de un color translucido, luego de esto dicha
solucion con el hongo Trichoderma, se sometio a alta temperatura (90°C) durante 10
min, para inactivar el hongo, posterior a esto se realizé un segundo lavado por medio de
decantacion, de igual forma se lo realizé hasta que el agua se tomo6 de un color
translucido. Finalmente se realizd una filtracion quedando, asi como resultado un
remanente insoluble, el cual se lo llevo a una estufa para secarlo a 55°C por 24h, pasado
este tiempo queda como resultado un remanente insoluble seco, listo para ser sometido
al tratamiento quimico.

Tratamiento quimico: Para comenzar con este tratamiento en un matraz Erlenmeyer se
colocd 300ml de NaOH al 0.5M y 15 gr del remanente insoluble seco del tratamiento
biologico, esto se sometio a agitacion a 30°C por 18h. Luego de esto, se realizaron
lavados a la muestra hasta que llegd a un pH neutro.

Se continué con el blanqueamiento, en un matraz Erlenmeyer se colocé la muestra que
se acabo de obtener con 200ml de una solucion binaria de NaOH 0.5 M y HxO» al 3%,
esta mezcla se la dejo en agitacion a 45°C por 14h. Una vez concluido el tiempo, se
procedio a realizar el lavado hasta llegar a un pH neutro. A continuacion, se realizo el
proceso de hidrdlisis acida, en una solucion de 200 ml de HCI 2 M, se sumergio el
residuo insoluble obtenido y sometid a agitacion a 80°C durante 2 h. De igual manera
se lavo por decantacidn y filtracion hasta que llegd a un pH neutro.

Finalmente, se colocaron las nanofibras en frascos y se congelaron por 24 horas, para
luego llevar las muestras a un proceso de liofilizacion por 40h, por ultimo, se almaceno

en un recipiente ambar para luego realizar los respectivos analisis.
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2.7.2.3 Meétodo 3 - Explosion de vapor y tratamiento quimico (FQ). EIl procedimiento
para realizar el método fisico — quimico se detalla a continuacion:

Figura 8. Diagrama de Explosiéon de Vapor

[ POLVO DE RAQUIS DE BANANO ]

l' Estufa A
) T=200°C
REACTOR ]_ T=35min
\ Muestra5g
70ml NaOH

( J

LAVADO DE FIBRAS

‘ H Agua destilada
FILTRADO DE FIBRAS ]

=

l TRATAMIENTO QUIMICO

P

[ LIOFILIZACION J

¥

[ ALMACENAMIENTO ]

Fuente: Autoria propia

Explosion de vapor: Se comenzé pesando 5 gr de polvo de raquis en un vaso de
precipitacién, a este se le afiadieron 70 ml de hidréxido de sodio (NaOH) al 2%, para

ello se realizaron los siguientes calculos:

P g soluto

% 100 3)

V ~ ml solucion )
g soluto =5 g NaOH

Esto se mezcld hasta que se obtuvo una pasta homogénea, luego se trasvaso al
recipiente propio del reactor y se cemro para luego llevarlo a la estufa con ventilacion a
una temperatura de 200°C38 por 35min.

Una vez concluido este tiempo, se retird al reactor de la estufa y se abrié la valvula para
liberar la presién ejercida en el interior del mismo y se ejecuté la explosion de vapor. El

producto de este proceso se encontré con humedad es por ello por lo que se realizaron
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los célculos en base himeda de la muestra. Asumiendo que la muestra del polvo de
raquis tenia contenido de humedad bajo, esta se la despreciaba. Entonces:

masa de solido humedo = masa de humedad + masa de solido seco 4)
masa de humedad = 70.89 gr solucion NaOH
masa de solido seco = 5 gr polvo de raquis
Reemplazando en la ecuacion (4).
masa de solido humedo = 75.89 gr

780g masa sélido himedo 5g sélido seco . i
— * = 227.27g masa de solido humedo
5g solido seco 1

Entonces para tener 15 gr de muestra, necesarios para el siguiente proceso, se necesito
227.27 gr de masa de solido humedo que salen del reactor. Para obtener esta cantidad

este proceso se realizo 5 veces para continuar con el siguiente método.

Una vez finalizado este proceso los 227.27 gr de muestra, se lavaron mediante
decantacion, luego se filtr6 y se lavé nuevamente hasta que llegé a un pH neutro, para
luego pasar al siguiente método que es el proceso quimico

Tratamiento quimico. Para comenzar con este tratamiento en un matraz Erlenmeyer se
coloco 300ml de NaOHd':I 0.5M y la muestra obtenida previamente del tratamiento
explosion de vapor, con ayuda de una plancha de agitacion y calentamiento, se coloco
la muestra a 30°C por 18h. Luego de esto, se realizaron lavados de la muestra hasta
que llego a pH neutro. ¢

Se continué con el blanqueamiento, en un matraz Erlenmeyer se colocd la muestra que
se acabé de obtener con 200ml de una solucion hinaria de NaOH 0.5 M y H.O; al 3%, y
se |la dejo en agitacion a 45°C por 14h. Pasado el tiempo, se procedio a realizar el lavado

hasta llegar a un pH neutro.

A continuacion, se realizé el proceso de hidrdlisis cida, en una solucion de 200 ml de
HCl a 2 M, se sumergi6 el residuo insoluble obtenido y se sometﬂ a agitacion a 80°C
durante 2 h. De igual manera se lavé por decantacion y filtracion hasta que se alcanzé

un pH neutro.

Finalmente, se colocaron las nanofibras en frascos y se congelaron por 24 horas, para
luego llevar las muestras a un proceso de liofilizacion por 40h, por ultimo, se
almacenaron en un recipiente ambar para luego realizar los respectivos analisis.
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2.7.2.4 Método 3 - Enriado biolégico, Explosion de vapor y Tratamiento quimico (BFQ).

Enriado biolégico: Activacion de Trichoderma spp: Se prepard una solucion de 250 ml
Buffer (citrato de sodio + acido citrico), para esto previamente se preparan las siguientes

soluciones:

e 230 ml de citrato de sodio a 0.05M

e 100 ml de acido citrico a 0.5 M

¢ 100 ml de acido citricoa 0.75 M

A la solucion de 230 ml Citrato de sodio se le adicioné de gota a gota el acido citrico,
hasta alcanzar un pH 4.5, teniendo en cuenta no pasar el volumen de 250 m|.52

Luego se pesaron los compuestos que aportan los nutrientes (N,S,P) para el crecimiento
del hongo: 0.596 g Sulfato de amonio y 0.219 foﬁto di acido de potasio. Y se los
adiciona a la solucion BUFFER, esto se mezclé con la ayuda de una plancha de
calentamiento y agitacion magneética. Una vez que se diluyeron completamente los
nutrientes en la solucién, se calenté la misma a una temperatura a 50°C.

Tan pronto como se haya alcanzado la temperatura de 50°C, se afiadié los 7.5 gr CMC
en la disolucién y se mezcld hasta que quede totalmente homogénea. Dejar enfriar hasta
llegar a 30°C, cuando llegue a esa temperatura se procedio a anadir 20gr del hongo
Trichoderma spp, y se tapan los matraces con gasa para evitar posible contaminacion.
Luego se lleva a la incubadora con una plancha agitadora por 3-5 dias a 120 rpm.

Inoculacién con polvo de raquis: Al pasar los dias de la activacion del hongo, se
procedié a hacer una solucion de 750 ml Buffer con pH 4.5. A esta solucion se le afiadio
los 50g de polvo de raquis y trichoderma activada a la solucion buffer y homogenizar,

de esta manera se obtuvo un volumen total de 1000 ml de disolucion.

Luego se trasvaso la disolucion en 3 matraces Erlenmeyer, y se los llevo a laincubadora
con una plancha agitadora por 5 dias a 120 rpm. Al finalizar este tiﬁoo lavar y filtra.
Del remanente previamente obtenido por la filtracion se pesa 400 g y se sometio a un
proceso de secado a 55°C por 24h, luego de este tiempo se obtiene 16 g de remanente
seco bioldgico (RSB), esto se colocd en un recipiente hermético®®, como resultado
queda un remanente insoluble, listo para ser sometido al tratamiento de explosion de
vapor.

Explosion de vapor: Siguiendo con el procedimiento para la extraccién de la nanofibra

por método BFQ, se pesd 5 g de RSB con 70 ml de hidroxido de sodio (NaOH) al 2%.
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Una vez lista la muestra, se preparo el reactor hidrotermal, se ingreso la muestra dentro
del mismo y se cierra dicho reactor para luego llevarlo a la estufa con ventilacién a una
temperatura de 200°C por 35min. Una vez concluido este tiempo, se retird el reactor de
la estufa y se abrio la llave de paso del reactor, con esto se libero la presion ejercida en

el interior del mismo y se ejecutd la explosion de vapor.

Una vez finalizadas las extracciones, se pesan 227.27 g de muestra obtenidos el reactor,
se lavo la muestra obtenida, mediante decantacion, luego se filtré y se lavé nuevamente
hasta llegar a un pH neutro para luego pasar al siguiente método que es el proceso

quimico.

Tratamiento quimico: Para continuar con el proceso se realizo el tratamiento alcalino,
se preparo una solucion de 300ml de NaOH al 0.5M, esta solucién se la trasvasa a un
matraz Erlenmeyiﬁ y se le adiciond a la muestra de la explosion de vapor obtenida
previamente, con ayuda de una plancha de agitacion, se coloco la muestra a 30°C por
18h. Luego de esto, se realizo un proceso de lavado, por decantacién vy filtracion hasta
que la muestra llegue a pH neutro.5

Se continué con el blanqueamiento, en un matraz Erlenmeyer se colocd la muestra que
se obtuvo con 200ml de una solucién binaria de NaOH 0.5 M y H202 al 3%, y se dejo
en agitacion a 45°C por 14h. Una vez concluido el tiempo, se procedio a realizar el

lavado mediante decantacion y filtracién hasta llegar a un pH neutro.

A continuacion, se realizé el proceso de hidrdlisis cida, en una solucion de 200 ml de
HCl a 2 M, se sumergio el residuo insoluble obtenido y somete a agitacion en una
plancha de agitacion y calentamiento a 80°C durante 2 h. De la misma manera se lavo

y se decanto hasta que llegar a un pH neutro.

Finalmente, se colocaron las nanofibras en frascos y se congelé por 24 horas, para
luego llevar las muestras a un proceso de liofilizacion por 40h, por ultimo, se
almacenaron en un recipiente ambar para luego realizar los respectivos analisis.

40




Figura 9. Diagrama de Enriado Bioldgico
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2.8 Caracterizacion del material

2.8.1 Potencial de carga cero (pHpcc). Para la determinacion del punto de carga cero,

se peso 0.1 g de cada una de las muestras NFC-Q (nanofibras de celulosa por método
quimico), NFC-BQ (nanofibras de celulosa por método biolégico quimico), NFC-FQ
(nanofibras de celulosa por método fisico quimico) y NFC-BFQ (nanofibras de celulosa
por método biolégico fisico quimico). Simultaneamente se realizé una solucién de 300
ml NaCl a 0.01M, con 0.1753 gr de NaCl.63

Una vez realizada la solucion se trasvasé 50 ml en 6 vasos de precipitacion, luego se
ajustd el pH con soluciones diluidas de NaOH y HNO3 en cada uno de los vasos, de

modo que tengan diferente valor de pH inicial 2,4,6,8,10,12 respectivamente. 5

Para finalizar se colocd 25 ml de cada en un tubo falcén de 50 ml con 0.1 g de muestra,
al ser 2 repeticiones al final se obtendran 12 tubos Falcon (2 tubos por cada solucion de
pH). Esto se lo lleva a la plancha de agitacion por 24h a 120 rpm, al concluir este tiempo
se volvio a tomar el pH (pH final) a cada uno de los tubos. Este mismo proceso se lo
realizé con cada una de las muestras NFC-Q, NFC-BQ, NFC-FQ y NFC-BFQ
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2.8.2 Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Para la
identificacion de los diferentes grupos funcionales asociados a los multiples
componentes de las nanofibras de celulosa NFC-Q, NFC-BQ, NFC-FQ y NFC-BFQ, se
empled un espectrofotémetro de los laboratorios de la UTPL, con un rango de frecuencia

entre 500 y 4000 cm 46:4749-62

2.8.3 Microscopia electrénica de barrido (MEB). Las micrografias de las nanofibras de
celulosa se realizaron en los laboratorios de la ESPE con la ayuda de un microscopio
electronico de barrido, con las cuales se puede observar la morfologia de cada una de
las muestras de nanofibras de celulosa de raquis de banano obtenidas por diferentes
métodos (NFC-Q, NFC-BQ, NFC-FQ y NFC-BFQ)
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CAPITULO NI

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de las nanofibras de celulosa

3.1.1 Espectrometria Infrarroja con Transformada daoun'er (FTIR). Los espectros
infrarrojos que se muestran a continuacién muestran los diferentes grupos funcionales
presentes en las nanofibras de celulosa, que fueron extraidas por 4 métodos (NFC-Q,
NFC-BQ, NFC-FQ, NFC-BFQ).

Figura 10. Espectro FTIR de nanofibras de celulosa
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Fuente: Autoria propia

El raquis de banano, que esta compuesto por celulosa, hemicelulosa y lignina, presenta
caracteristicas distintivas en su espectro de FTIR. En la figura 10, se observan picos
desde 3700 hasta 521 cm™. Las vibraciones de estiramiento O-H y C-H, ubicadas entre
3700 y 2700 cm™", son representativas de la celulosa y hemicelulosa. Especificamente,

los picos alrededor de 2900 a 2700 cm™ se atribuyen al estiramiento de C-H 4647495152

Los picos entre 1730 y 1626 cm™ corresponden a las flexiones de los enlaces C=0 y
C=C, indicando la presencia de acidos carboxilicos y lignina. La aparicion de picos en
el rango de 1428 a 1311 cm™ sugiere la presencia de estiramientos de CH,,

caracteristicos de la celulosa. Por su parte los picos que se muestran entre 1294 -1241
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cm™ son estructuras de lignina que se presentan debido al estiramiento del C=0,
mientras que los picos en la region de banda -1034 cm™ esta asociado a hemicelulosa
no hidrolizadas que se encuentra fuertemente unidas a las microfibrillas de celulosa y
~-1021 cm™ corresponde a las vibraciones de estiramiento C-O-C, componente de la
celulosa. Ademas, los picos entre 896, 840 y 582 - 521 cm™ se deben a los
estiramientos de C-H y C-OH, confirmando la presencia de celulosa, lignina y grupos
carboxilo (celulosa). Estas observaciones en el espectro FTIR reflejan la compleja

composicion quimica del raquis de banang.”4749.5364

El FTIR NFC-BQ muestra una menor intensidad en el estiramiento dentro del rango de
1600 cm'a 800 cm', en comparacién con los otros métodos que exhiben un mayor
estiramiento en este intervalo. Especificamente las NFC-FQ y NFC-Q presentan una
mayor intensidad en los picos dentro de este rango, esto sugiere que los otros métodos

presentan la mayor concentracion de celulosa.

1.2 Potencial de carga cero (pHpcc). Esta prueba se realizé con la finalidad de indicar
el punto de carga cero, es decir el punto donde la superficie de un material no tiene
carga neta. Debido a que la carga superficial influye en la capacidad de adsorcion del
material. Ademas, se comparéd los pHpcc para cada una de nanofibras extraidas por
diferentes métodos y evidenciar si existen o no diferencias significativas entre los

mismos.

Figura 11.Potencial de carga cero de las nanofibras de celulosa como bioadsorbentes
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En la figura 11, se observa el comportamiento de las nanofibras de raquis de banano
obtenidas por diferentes métodos de extraccion, con respecto a las soluciones con
distintos valores de pH (2,4,6,8,10,12), puestos en agitacion a 120 rpm a 25°C.

El potencial de carga cero en la grafica se identifica cuando curva intercepta en cero con
el eje de la Y, es en este punto es donde se indica que la superficie del material no
adsorbe ni desorbe protones. En base en lo mencionado el pHpcc para el material NFC-
Q fue de 2.125, asi mismo para NFC-FQ fue de 3.110, para NFC-BFQ fue de 3.730 y
NF C-BQ fue de 4.34. Estos valores indican que si las superficies de las nanofibras de
celulosa, trabajan a pH mayores a los valores de pHpcc mencionados, la superficie del
material estaria cargado negativamente y por ende estaria absorbiendo protones, por el
contrario, si trabajan a pH menores, la superficie del material estara cargado

positivamente por el aumento de H+ y por ende atrae aniones.565

3.1.3 Microscopia de Barrido (MEB). Las nanofibras de celulosa obtenidas por los
métodos NFC-Q y NFC-BFQ presentan dimensiones en un rango de 32.99 nm a 96.91
nm y de 35.29 nm a 91.18 nm, respectivamente. Las nanofibras de celulosa obtenidas
con el método NFC-Q muestran un menor rango de espesor, asi mismo se puede
observar que en este método se logran desprender una mayor cantidad de nanofibras y
se muestra un campo mas limpio. Por su parte, las nanofibras de NFC-FQ tienen un
rango de 25.43 nm a 53.95 nm, mientras que las nanofibras de NFC-BQ poseen un
rango de 32.18 nm a 53.64 nm. La variabilidad de tamafio indica la efectividad del
étodo de extraccion puesto que se aislan las fibras a escala nanométrica debido a
degradacion de la lignina y la hemicelulosa, dado como resultado una mayor fibrilacion,
es decir se producen mas nanofibras con menor dimension.566” Las NFC un gran
potencial para aplicaciones industriales y una capacidad de produccion adaptable, lo
que contribuye a la viabilidad economica de estos procesos. Ademas, se puede
corroborar que son nanofibras, puesto que se consideran asi con un rango de 1 a
100nm 88
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Figura 12. Micrografia SEM de NFC-Q de raquis de banano

Fuente: Autoria propia

2000 nm

Figura 13. Micrografia SEM de NF C-BFQ de raquis de banano

Fuente: Autoria propia
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Figura 14. Micrografia SEM de NFC-BQ de raquis de banano

Fuente: Autoria propia

Figura 15. Micrografia SEM de NFC-FQ de raquis de banano

Fuente: Autoria propia
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3.1.4 Viabilidad Economica.

A continuacion, se presenta una evaluacién de la

viabilidad econémica de diferentes métodos para la produccion de nancfibras de

celulosa (NFC). La tabla 3.1.4 detalla los costos asociados a cada método, incluyendo

materia prima, reactivos, consumo energético e insumos, proporcionando una vision

general de los gastos totales para cada técnica evaluada.

Cuadro 1. Cuadro comparativo de costos de produccién por cada uno de los métodos

de extraccion.

NFC-Q NFC-FQ NFC-BQ NFC-BFQ

Material obtenido (g) 3.50 2.65 5.40 5.03

Materia Prima 0.31 0.52 1.04 0.00

Reactivos 3.33 4.46 4.59 6.43

Consumo energético 2.09 2.89 11.52 12.31

Insumos 12.61 18.47 18.98 24.85

TOTAL 18.34 26.35 36.12 44 .63
Fuente: Autoria propia

Figura 16. Costos de produccion para obtener 5 g de NFC por cada uno de métodos.
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En el método quimico es el tratamiento base para la obtencion de la NFC, es por ello
que en todas extracciones se lo realiza, mientras que los metodos biologicos y fisicos
actuan como pretratamiento para facilitar la despolimerizacion de la lignina, haciendo

gue salgan las fibras de celulosa.

El método quimico tiene un costo de produccion de $25.30. En comparacion, el método
bioldgico-quimico tiene un costo adicional de $7.28, lo que representa un aumento del
28.8%. El método biologico-fisico-quimico tiene un costo adicional de $18.95, lo que
representa un aumento del 74.9%. El método fisico-quimico es el mas caro, con un costo

adicional de $21.85, lo que representa un aumento del 86.4%.

Estos resultados muestran que el costo de produccion aumenta significativamente
cuando se incorporan métodos bioldgicos y/o fisicos. Ademas, las pérdidas en el método
fisico-quimico también contribuyen a su mayor costo.
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CONCLUSIONES

Los métodos combinados de extraccion pueden ofrecer ventajas en términos de
pureza y caracteristicas especificas de las nanofibras; sin embargo, el método
quimico resultd ser el mas viable para la produccion de NFC a gran escala
debido a su menor costo relativos.

Los resultados obtenidos por FTIR muestran que las nanofibras a las que se
sometieron a un pretratamiento ya sea fisico y/o bioloégico presentaron la menor
concentracion de lignina (rango de 1600 cm™ a 800 cm™), lo que indica un mayor
grado de pureza. Ademas, se logra observar que al aplicar un pre tratamiento
bioloégico como en las NFC-BQ y NFC-BFQ, los picos asociados a la lignina son
menos prominentes, por lo cual se puede corroborar que la combinacion de estos
Eftodos genera una celulosa mas limpia y de mejor pureza.

El analisis mediante microscopia electronica de barrido (MEB) mostro que las
nanofibras de celulosa (NFC) obtenidas por el método biologico-quimico (NFC-
BQ) presentaron una morfologia mas uniforme y menos conglomerada, con
menor presencia de impurezas, en comparacion con las NFC obtenidas por ofros
métodos. Las NFC del método fisico-quimico (NFC-FQ) mostraron mayor
variabilidad en el diametro de las fibras. Estas observaciones sugieren que la
eleccién del método de extraccion afecta la calidad y uniformidad de las NFC,
siendo el método bioldgico-quimico el mas efectivo para obtener nanofibras de
menor impureza.

Las nanofibras extraidas por el método bioldgico-quimico (NFC-BQ) con un
pHpcc mayor son mas adecuadas para aplicaciones en medios acidos, mientras
que las obtenidas por el método quimico (NFC-Q) con un pHpcc mas bajo son
mas efectivas en medios con pH menos acido, lo que favorece la adsorcion de
cationes

Finalmente, los métodos combinados pueden ofrecer ciertas ventajas en
términos pureza y uniformidad de las NFC; sin embargo, son mas costosos a
gran escala. En tanto que, el método quimico, aunque produce NFC con menor
uniformidad y presencia de algunas impwzas, es significativamente mas
rentable para la produccion a gran escala. Por lo tanto, la elecciéon del método

depende de las prioridades entre calidad de las NFC y viabilidad econémica.
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RECOMENDACIONES

Para llevar a cabo la extraccion de NFC, combinado con método fisico, se
recomienda utilizar y/o disefar un reactor de mayor tamaro, que reducira las
pérdidas de material durante el proceso y hara mas eficiente la produccion de
NFC.

Se recomienda continuar con la optimizacion del proceso quimico para la
obtencion de nanofibras de celulosa, enfocandose en la reduccion de costos sin
comprometer la pureza de las nanofibras.
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RESUMEN

El desarrollo de materiales a partir de residuos es una alternativa sostenible para reducir
la contaminacién, debido a que aprovechan estos desechos dandoles un nuevo uso. El
presente trabajo de investigacion se enfoca en la evaluacion de los diferentes métodos
de extraccion para la obtencion de nanofibras de celulosa puras a partir del raquis de

banano, para ello se aplicaron los métodos de extraccién biol6gicos, fisicos y quimicos.

En el método quimico, se realiz6 tratamiento alcalino con NaOH, seguido de un
blanqueamiento con NaOH+H-0; y finalmente se hizo una hidrélisis 4cida con HCI. En
el método bioldgico, se empled el hongo Trichoderma spp para inocular el raquis de
banano; en el tratamiento fisico en emple6 el uso de un reactor hidrotermal,

sumergiendo asi el raquis de banano junto con NaOH.

Las nanofibras de celulosa obtenidas se clasificaron de la siguiente manera: NFC-BFQ
(combinacién de métodos: enriado bioldgico, explosion de vapor y tratamiento quimico),
NFC-FQ (aplicacion de métodos: explosién de vapor y tratamiento quimico), NFC-BQ
(unién de métodos: enriado bioldgico y tratamiento quimico) y NFC- Q (por tratamiento

quimico), estos métodos se combinaron para evaluar su efectividad y caracterizarlas.

La caracterizacion se realiz6 mediante la determinacion del potencial de carga cero
pHecc, espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier (EITF) para la
identificar grupos funcionales presentes en las NFC, Microscopia electronica de barrido

(MEB) para determinar la morfologia de las NFC y analisis de la viabilidad econémica.

Segun los espectros EITF, el método NFC-BQ muestra el menor estiramiento en el
rango de 1600 cm™ a 800 cm™, en comparacion con los otros métodos. Esto sugiere
gue el método NFC-BQ tiene la menor concentracion de celulosa y lignina, ya que los

picos asociados a estos componentes son menos prominentes en este espectro.

Las nanofibras extraidas por el método NFC-BQ, con un pHpcc mayor en referencia a
los otros NFC, estas seran adecuadas para aplicaciones en medios acidos, mientras
gque las obtenidas por el método NFC-Q, con un pHpcc mas bajo, seran mas efectivas

en medios con ph mas &cidos, debido a que favorece la adsorcion de cationes.

Aungue los métodos combinados pueden ofrecer ventajas en términos de pureza y
caracteristicas especificas de las nanofibras, el método quimico sigue siendo el mas

rentable para la producciéon de NFC a gran escala.

Palabras claves: Raquis de banano, Nanofibras de celulosa, métodos de extraccion,

caracterizacion, celulosa, EITF, MEB, pHpcc
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ABSTRACT

The development of materials from waste is a sustainable alternative to reduce pollution,
because they take advantage of this waste by giving it a new use. The present research
work focuses on the evaluation of the different extraction methods to obtain pure
cellulose nanofibers from the banana rachis, from which biological, physical and

chemical extraction methods were applied.

In the chemical method, alkaline treatment with NaOH was performed, followed by
bleaching with NaOH+H,0- and finally acid hydrolysis with HCI. In the biological method,
the fungus Trichoderma spp was used to inoculate the banana rachis; in the physical
treatment in he employed the use of a hydrothermal reactor, thus submerging the banana

rachis together with NaOH.

In the biological method, the fungus Trichoderma spp was used to inoculate the banana
rachis; in the physical treatment in he employed the use of a hydrothermal reactor, thus

submerging the banana rachis together with NaOH.

The cellulose nanofibers obtained were classified as follows: NCF-BFQ (combination of
methods: biological retting, steam explosion and chemical treatment), NCF-FQ
(application of methods: steam explosion and chemical treatment), NCF-BQ (union of
methods: biological retting and chemical treatment) and NCF-Q (by chemical treatment),

these methods were combined to evaluate their effectiveness and characterize them.

The characterization was carried out by determining the zero-charge potencial pHpcc,
Fourier transform infrared spectrophotometry (FTIR) for the identification of the
functional groups present in NCFs, Scanning Electron Microscopy (SEM) to determine

the morphology of NFCs and analysis of economic feasibility (production costs).

According to FTIR spectra, the NFC-BQ method shows the lowest stretch in the range
of 1600 cm "t to 800 cm 71, compared to the other methods. This suggest that the NCF-
BQ method has the lowest concentration of cellulose and lignin, as peaks associated

with these componentes are less prominent in the spectrum.

Although combined methods can offer advantages in terms of purity and specific
characteristics of nanofibers, the chemical method remains the most cost-effective for

large-scale NFC production.

Keywords: Banana rachis, Cellulose nanofibers, extraction methods, characterization,
cellulose, FTIR, SEM, pHpcc.
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INTRODUCCION

En los Gltimos afos, la ciencia ha evolucionado centrdndose en el aprovechamiento de
residuos agricolas, con el fin de revertir la contaminacion ambiental y mejorar la

disposicion de los desechos agroindustriales.*

La actividad agricola desempefia un papel fundamental en los paises subdesarrollados
que se dedican principalmente en la produccién y exportacion de alimentos, siendo el
banano uno de estos productos.? En la actualidad, Ecuador es considerado como uno
de los principales exportadores de banano del mundo. No obstante, el crecimiento de
esta actividad ha dado lugar a un incremento significativo de residuos, segun el Banco
Central del Ecuador (2019).3

Los desechos de este monocultivo ocasionan contaminacién ambiental, ya sea por su
guema o inadecuada disposicién, dado que el proceso de postcosecha aprovecha solo
entre el 20% y el 30% de la biomasa, dejando sin utilizar aproximadamente el 70% vy
80%, lo que propicia la proliferacién de plagas y degradacion del ecosistema.* Segun
el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), en el afio 2023, se han producido 6.07
millones de toneladas de banano;® sin embargo, debido a la gran cantidad de fruta que
se produce en el territorio, se genera una elevada concentracién de residuos. En
Ecuador, el inadecuado manejo de los residuos naturales ha llevado a una mala

disposicion de estos, dando como resultado una fuente elevada de contaminacion.®

El raquis, el tallo que sostiene los frutos, constituye uno de estos residuos generados
por la Industria Bananera; por su contenido rico en celulosa se impulsa a la busqueda
de alternativas para su aprovechamiento, dado que presenta la posibilidad de utilizarlas
como materia prima en la fabricacién de diversos productos.!” Es por ello que ofrece
una oportunidad para la extraccion de nanofibras de celulosa las mismas que tienen un
alto impacto en diversas industrias, debido a que presentan propiedades como alta
resistencia, rigidez, bajo costo de materia prima, y biodegradabilidad, cualidades que

las hacen versétiles en diversas aplicaciones industriales.'®

La extraccion de las nanofibras de celulosa se realiza por diferentes métodos, como el
método biolégico donde se lleva a cabo el enriado biolégico en el cual por la ayuda del
hongo Trichoderma (spp) se hidroliza los componentes de materia lignocelulésica; por
otro lado, en el método fisico se realiza la explosion de vapor mediante el uso de un
reactor hidrotermal donde se somete la muestra a condiciones de presion y altas
temperaturas, lo que permite que exista una desfibrilacién de las fibras lignocelulésicas.

Adicional a estos en el método quimico, se aplican una serie de tratamientos quimicos
11



con NaOH, HCI, H202, lo que posibilita la hidrolisis de la celulosa y degradacion de los
componentes no celulésicos. En la practica se realiza una combinacion de métodos,
debido a que el método bioldgico y el método fisico actuaran como un pretratamiento de
la biomasa, luego de esto se sometera al método quimico, con la finalidad de comparar
si existen diferencias significativas en la calidad del producto al aplicar los métodos de

pretratamiento mencionado previamente.

Por esta razoln, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar los
diferentes métodos de extraccion (fisico, quimico y biolégico) para la obtencion de
nanofibras de celulosa, a partir del raquis del banano, ademas, al conocer su
composicién quimica, estructura morfolégica y sus propiedades fisicas, se realizara la
caracterizacion de las nanofibras de celulosa empleando diferentes técnicas para
apreciar sus posibles diferencias en cuanto al producto que se obtenga por cada uno de
los diferentes métodos de extraccion, con esto podemos identificar los métodos mas

eficientes para su extraccion y maximizar su rendimientos.

12



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar los diferentes métodos de extraccion para la obtencion de nanofibras de

celulosas mas puras a partir del raquis de banano.

OBJETIVO ESPECIFICO:

e Extraer nanofibras de celulosa del raquis de banano mediante métodos fisicos,

quimicos y biolégicos.

e Caracterizar las nanofibras de celulosa obtenidas mediante distintos métodos de

extraccion.

e Evaluar la viabilidad econémica de los métodos de extraccion.
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CAPITULO |
1. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

A nivel mundial por cada afio se producen cerca de 2000 millones toneladas de residuos
de los cuales el 50% son residuos organicos.® Estos residuos se generan por la actividad

agricola, hogares y por diferentes procesos industriales.

Dentro de las actividades agricolas se encuentra la produccién de banano que durante
el transcurso del tiempo ha aumentado a nivel mundial, siendo uno de los cultivos mas
importantes alrededor del mundo. Ecuador es uno de los principales paises
exportadores de banano en el mundo, siendo asi que el 29% de la oferta de este fruto
proviene de este pais. El banano que crece en racimos y su planta produce frutos una
sola vez en su vida, que por su haturaleza a nivel nacional se lo cultiva primordialmente

en la zona costera, ya que es un cultivo de clima tropical.°

Durante los ultimos 5 afios a nivel nacional se ha tenido ciertas fluctuaciones en cuanto
a la cantidad de la produccién de este monocultivo, por ejemplo, en el 2018 tuvo una
produccion nacional de 6.5 millones de toneladas, mientras que en el 2023 decrecio a
6.07 millones de toneladas, esto debido a que la demanda que se vio afectada por
factores como la pandemia de COVID 19 y enfrentamientos geopoliticos internacionales
entre los paises consumidores de este fruto.!! A pesar de esto se mantiene una gran
produccion a nivel nacional de este monocultivo, debido a la gran cantidad de banano

que se produce, genera una elevada cantidad de residuos.

La cosecha produce residuos lignoceluldsicos al cortar la planta, como hojas, raquis,
tallo, y la proporcion que existe entre residuos y banano es de 2:1. Los residuos
agricolas organicos provenientes de esta industria, en su mayoria son solidos, que se
pueden degradar o descomponer, ya sea en el suelo o en vertederos a cielo abierto.1%1?
Sin embargo, debido a la falta de conocimiento en cuanto a la correcta gestiéon de
desechos y la falta de un buen control de los mismos, ocasiona un problema de
contaminacién ambiental, como la generacion de gases de efecto invernadero, malos

olores y proliferacion de plagas.*®

Estos desechos se pueden aprovechar para la generacion de energia, la creacion de
bioetanol o biogas, ademas debido a su contenido de material lignocelulésico, el cual

sirve como materia prima obtencion de celulosa, que a su vez sirve para la obtencién de
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nanofibras de celulosa, estas se componen de pequefias fibras en forma de hilos, largas

y flexibles.t®

Las nanofibras tienen una gran acogida en la actualidad por los multiples usos que se
le pueden dar a la misma, por su versatilidad, eficiencia y bajo costo, estos materiales
se pueden utilizar como mejorador de propiedades mecanicas y material de refuerzo en
las mezclas de cemento, en la industria alimentaria para empaques, asi como posibles
remediadores ambientales para ayudar en la descontaminacién de aguas como
absorbentes de metales pesados, ademas, entre otras.!* Contribuyendo asi a la
reduccion de la contaminacion ambiental, puesto que se transforma un desecho en un

nuevo producto con valor agregador y que no es dafiino para el medio ambiente.

1.2 Residuos agricolas

La actividad agricola genera una cantidad significativa de residuos proveniente de las
diferentes etapas del proceso de produccion, gue al momento de desecharlos no poseen
valor agregado, tales como: hojas, tallos, semillas, raices, cascaras, entre otros,>’ estos
residuos al ser materiales lignocelulésicos contienen celulosa (40-50%), lignina (15—
20%) y hemicelulosa de (25-35%), dependiendo del origen y la genética de la planta,

estos valores pueden variar.®

La celulosa que se esta contenida en los residuos agricolas se puede recuperar,
produciendo asi un subproducto de mayor valor y que se puede utilizar como base para
diferentes procesos industriales, convirtiéndose en recursos potencialmente valiosos
para la economia circular.®>’ Lo cual al mismo tiempo ayuda a mitigar la contaminacién

ambiental provocada por la incorrecta gestién de los desechos.®

1.3 Residuos agricolas de la industria bananera

Los desechos de banano se generan a lo largo del tiempo de vida productiva de la planta,
en distintas etapas del proceso de produccion.l’” Durante la etapa de cosecha y
postcosecha se producen desechos como: pseudotallo, hojas, raquis y los frutos
denominados descarte que son los bananos que no cumple con las especificaciones

para la exportacion.®

De acuerdo con Fernandez, Marangoni, Souza y Sellin, por cada tonelada de bananos
producidos se generan alrededor de 100 kilogramos de desechos frutales y cerca de 4
toneladas de desechos lignoceluldsicos, entre los cuales se produce aproximadamente:
2920 kg pseudotallos (73%), 480 kg hojas (12%) y 150 kg raquis (3.75%).18
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1.3.1 Contaminacién ambiental por residuos de banano. EI sector bananero es un
generador potencial de residuos vegetales durante el proceso de cosecha, dado que no
consume todas las partes de la planta, quedando asi una gran cantidad del mismo sin
un uso, como los tallos, hojas y raquis, de manera que al incrementar en la produccion
del cultivo, se aumenta la generacion de desecho y por la ejecucién inadecuada de estos
residuos pueden desencadenar problemas de contaminacion ambiental,'® debido a que
por su mala disposicion, se produce la descomposicién masiva de los mismos, con la
gquema de los desechos se ocasiona el surgimiento de gases de efecto invernadero, asi
como enfermedades que impactan en la salud humana y a la fauna. En este sentido, el

correcto manejo de desechos organicos esta ganando importancia dia a dia.'*

1.4 Descripcién de la planta de banano

El banano es una de las frutas mas consumidas a nivel mundial, por su caracteristico
sabor y aroma, ademas de minerales esenciales como K, Ca, P.2° Este monocultivo se
da en zonas de clima tropical y subtropical, proveniente de la familia de las muséaceas.
Es una planta herbacea megaforbia perenne, lo que quiere decir que esta planta no
cuenta con un tallo lefiosos, puede crecer entre 3.5 a 7.5 metros, y tiene largos periodos

de vida no obstantes solo produce fruto una vez a largo de su vida productiva.'®%

1.4.1 Raquis de banano. El raquis también conocido como pinzote o vastago, es la
parte que sostiene los frutos. Morfolégicamente el raquis en su exterior exhibe una
corteza verde delgada y uniforme, de unos 2.5 cm de espesor, posee diminutos vellos
en su superficie, mientras que, en el interior de la corteza del raquis, se hallan fibras
largas dispuestas en sentido longitudinal, de un tono blanco cuando no han comenzado
a descomponerse, conservando una alta humedad.?! Ademas es considerado como un
subproducto de la cosecha del mismo. El raquis compuesto por agua (93%), materia
solida (7%), este % de materia solida el 40% es fibra, 53% celulosa y 11.7% lignina, es
por ello que se dice que es un residuo con alto contenido de celulosa con el cual se

puede producir diferentes productos.??

1.5 Materialignocelulésica

El componente lignoceluldsico, principalmente integrado por celulosa, hemicelulosa y
lignina, exhibe una composicion que fluctia segun la genética de las plantas, las
condiciones ambientales y los procesos de produccion.?® Este recurso despierta un
interés considerable por su potencial verséatil en diversos ambitos, resaltando su

proporcion aproximada del 40-60 % en celulosa, 30-40 % en hemicelulosas y 10-25 %
16



en lignina, cifras que pueden variar dependiendo de la naturaleza del material. Esta
flexibilidad lo posiciona como un componente esencial en la industria, donde su
utilizacién puede ser clave en la fabricacién de productos y materiales respetuosos

ambiente.*

Figura 1. Componentes del material lignocelulosico
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Fuente: Evaluacion Del Desempefio Del Pretratamiento Con Per6xido de Hidrégeno

Sobre Bagazo de Caria de Azlcar Para Remocion de Lignina.?*
1.5.1 Componentes de la materia lignocelulésica

1.5.1.1 Celulosa. La celulosa es considerada como un polimero natural, con una
estructura cristalina, que esté constituido por la unién de monosacaridos y por unidades
de glucosa, aproximadamente de 3000 a 10000 unidades de glucosa, ademas es
considerada una fibra que aporta propiedades estructurales en las paredes de las
células vegetales, dado que posee una resistencia mecanica alta y una estabilidad

quimica.®

Las cadenas de celulosa se alinean en paralelo mediante enlaces de hidrégeno y
fuerzas de Van der Waals, lo que resulta en una estructura cristalina. La conversion de
celulosa en glucosa ha sido objeto de investigacion debido a que la glucosa resultante

puede emplearse para la produccion de diversos biocombustibles, como el bioetanol .
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Figura 2. Estructura de cadena de celulosa
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Fuente: Mechanical Performance of Natural Fibers-Based Thermosetting Composites.
In Mechanical and Physical Testing of Biocomposites, Fibre-Reinforced Composites and

Hybrid Composite?’

1.5.1.2 Lignina. La lignina, un polimero con propiedades aromaticas, surge de la
polimerizacion deshidrogenativa de tres alcoholes fenilpropiénicos (P-cumarilico,
coniferilico y sinapilico). La unién entre los distintos mondémeros ocurre mediante
enlaces carbono-carbono y enlaces tipo éter entre los anillos aromaticos, y los radicales
de la misma. Su composicién varia notablemente entre especies vegetales; se halla
gquimicamente entrelazada y mezclada con la celulosa y la hemicelulosa, en especial
con esta ultima. La lignina actia como un escudo protector que resguarda la celulosa
de diversos ataques y de la descomposicién natural de la planta. Es responsable
principal de la resistencia de las paredes celulares vegetales y se concentra
mayormente en la lamina media, donde puede llegar a constituir hasta el 75% del total.

Ademas, puede brindar defensa contra patégenos y dafios mecanicos.?

Figura 3. Estructura de cadena de lignina

HO OH

Lignin-O
o
O

Fuente: Mechanical Performance of Natural Fibers-Based Thermosetting Composites.
In Mechanical and Physical Testing of Biocomposites, Fibre-Reinforced Composites and

Hybrid Composites.?’
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1.5.1.3 Hemicelulosa. La hemicelulosa es considerada el segundo polisacarido mas
comun en la naturaleza, posee una estructura amorfa, es conocido como un grupo de
heteropolisacarido, compuesta por azUlcares tales como; la xilosa, arabinosa, galactosa
y manosa. Se presenta en las paredes celulares de las plantas, la hemicelulosa genera

un gel acuoso el cual envuelve las microfibrillas de celulosa.®

En comparacion con la celulosa, la hemicelulosa posee una masa molecular mas baja,
esta constituida por cadenas laterales cortas como ramificadas de diferentes polimeros
de azucares lo cual facilita su descomposicion mediante hidrélisis. Ademds, su
estructura y composicion pueden variar significativamente entre diferentes especies

vegetales.?®

Figura 4. Estructura de cadena de hemicelulosa

| Glucose
HOH.C

Ny
HO 0 OH
~~o

Mannose

HOH,C
HOH,C 0o 0
Arabinose o) o] OH
HO 1o

Glucuronic acid

Fuente: Mechanical Performance of Natural Fibers-Based Thermosetting Composites.
In Mechanical and Physical Testing of Biocomposites, Fibre-Reinforced Composites

and Hybrid Composite.?’

1.6 Nanocelulosa

La nanocelulosa es un material de valor agregado que se deriva de la celulosa, la cual
puede ser obtenida de residuos agricolas, mediante a diferentes métodos de extraccion,
ya sean fisicos, quimicos o bioldgicos, y su dimensién deben estar comprendidos dentro
del rango de los nanémetros.? Durante los Ultimos afios, el desarrollo de las nanofibras
de celulosa ha captado el interés cientifico e industrial, debido a sus propiedades, como
su baja densidad, alta biodegradabilidad, resistencia, flexibilidad y rigidez, entre otros;
lo que hace que este material sea muy versatil para la aplicaciéon en diferentes

procesos.!®
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Las nanocelulosas dependido del método de extraccion, su morfologia, y funcionalidad,
se subdivide en los siguientes tipos: nanocelulosa bacteriana (Bacterial Nanocellulose -
BNC), nanofibras de celulosa (Cellulose Nanofibers - CNF) y nanocristales de celulosa

(Cellulose Nanocrystals - CNC).?

1.6.1 Celulosa bacteriana. La nanocelulosa bacteriana (NCB), son fibras torcidas, que
tienen forma de cinta. La celulosa que se requiere para producir las nanocelulosa, es
obtenida por la secrecién de bacterias aerébicos (crecer en presencia de oxigeno), como
las que pertenecen a los géneros Acetobacter xylinum y Gluconacetobacter xylinus,
ademds de Agrobacterium, Rhizobium, Sarcina o Alcaligenes, estas bacterias usan
como sustrato azucares monoméricos 0 monosacaridos de bajo peso molecular.?°
Este tipo de nanocelulosa tiene un alto grado de cristalinidad (84% - 89%),

polimerizacién y pureza.3!

Las nanocelulosas bacterianas eran costosas de obtener debido a los cultivos de la
bacteria, no obstante, se observé que los residuos lignoceluldsicos agroindustriales son
una buena fuente de carbono para la fermentacién y el crecimiento de las bacterias. Con
el aprovechamiento de un residuo los costos de obtencion de este material se reducen
lo que hace que sean atractiva para desarrollar, y aplicarla para procesos como:

membranas de parlantes, piel artificial, células de bicombustibles, entre otros.®

1.6.2 Nanocristales de celulosa. Los nanocristales de celulosa (NCC), son particulas
so6lidas en forma de varilla, con un rango en sus dimensiones que van de 100 a 500 nm
de largo y 5 a 15 nm de ancho, dependiendo de su origen y su tratamiento pueden tener
una pureza del 90%.%° Los CNC generalmente se obtienen por hidrélisis con &cidos
inorganicos fuertes, como: acido sulfurico, acido fosférico, acido clorhidrico, &acido
bromhidrico y acido nitrico, con este proceso se aisla la celulosa, con la cual se deja

region cristalina, disolviendo la regién amorfa y los componentes no celuldsicos.?®

1.6.3 Nanofibras de celulosa. Las nanofibras de celulosa (NFC), son diminutas fibras
en forma de hilos largos y flexibles, compuestas por dominios alternados cristalinos
(estructura ordenada) y amorfos (estructura desordenada que le da la flexibilidad), entre
sus dimensiones tienen un didmetro de 1 - 100 nm y una longitud de 500 - 2000 nm.®
Ademas, se encuentran entrelazadas, tienen la capacidad de formar redes densas
unidas fuertemente por enlaces de hidrogeno interfibrilar. Se obtiene principalmente, por

métodos mecanicos, y se caracteriza por tener excelentes propiedades como:
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resistencia mecanica, presenta un caracter hidrofilico, alta cristalinidad, gran area

superficial, transparencia, elevada rigidez.®

1.6.3.1 Propiedades. Este revolucionario material sustentable, con una amplia gama
de propiedades sobresalientes, se destaca en el &mbito de la ingenieria y la ciencia de
los materiales. Su capacidad para ser dimensionado a una escala nanométrica les
confiere versatilidad y adaptabilidad a diversas aplicaciones, mientras que exhibe una
rigidez excepcional y una estabilidad notable en ambientes adversos y temperaturas
elevadas. Esto lo convierte en una opcién ideal para entornos de alta exigencia. Su
superficie altamente modificable y su estructura cristalina ofrecen oportunidades Unicas
para la ingenieria de materiales a medida y aplicaciones avanzadas. Ademas, su
destacada resistencia especifica lo hace altamente durable y confiable en condiciones

extremas.?®

Por otro lado, este material se distingue por su baja conductividad térmica renovable, lo
gue no solo contribuye a la eficiencia energética, sino que también amplia su potencial
de aplicacion en areas donde el control térmico es crucial. A pesar de estas cualidades
sobresalientes, es accesible en costos, lo que lo convierte en una opcién atractiva desde
una perspectiva técnica y econdémica. Es importante tener en cuenta que la complejidad
de este material varia dependiendo de las caracteristicas especificas de la materia prima

utilizada y de los procesos de fabricacién empleados.?®

1.6.3.2 Aplicaciones industriales. Las nanofibras de celulosa se estan utilizando cada
vez mas en una variedad de aplicaciones industriales debido a sus propiedades Unicas.
Segun un articulo publicado en "Industrial Crops and Products", estas aplicaciones
incluyen:3?

e Refuerzo de materiales compuestos. Las nanofibras de celulosa pueden
incorporarse en matrices poliméricas para mejorar las propiedades mecénicas
de los materiales compuestos, como la resistencia y la rigidez. Esto los hace
Utiles en la fabricacion de productos como componentes automotrices y
aeroespaciales.

e Embalaje sostenible. Las nanofibras de celulosa pueden utilizarse para
desarrollar materiales de embalaje biodegradables y compostables, ofrecen una
alternativa ecoldgica a los plasticos convencionales y son adecuados para
aplicaciones de embalaje en diversos sectores industriales.

e Filtracién y separacion. Las nanofibras de celulosa tienen una estructura porosa

que las hace efectivas para la filtracion de liquidos y gases. Se utilizan en
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aplicaciones como la purificacién de agua, la filtracién de aire y la separaciéon de
componentes en procesos industriales.

Recubrimientos funcionales. Las nanofibras de celulosa pueden formar
recubrimientos delgados con propiedades barrera y antimicrobianas, se aplican
en envases de alimentos, productos farmacéuticos y textiles para mejorar su
durabilidad y seguridad.

Electrénica flexible. Las nanofibras de celulosa se estan explorando como
sustratos flexibles para dispositivos electrénicos, como pantallas y sensores. Su
alta transparencia 6ptica y flexibilidad los hacen prometedores para aplicaciones

en electrénica portatil y dispositivos médicos.

En medicina y biomedicina, se emplea en la creacion de piel artificial para tratar
guemaduras y Ulceras, asi como en la entrega controlada de medicamentos y en

apositos antimicrobianos para heridas.

En cosmética, su papel como estabilizador de emulsiones se destaca en la
formulacién de cremas y tonicos. En la industria alimentaria, se utiliza para

producir celulosa comestible, como la nata de coco.?
Industria del papel, mejora la flexibilidad y durabilidad de los productos,
Construccion y los polimeros, actia como material de refuerzo,

Electrénica, se emplea en la fabricacion de componentes opto-electrénicos.?

De tal forma, se puede mencionar que, las nanofibras de celulosa tienen un gran

potencial para una amplia gama de aplicaciones industriales debido a sus propiedades

Unicas y su sostenibilidad ambiental. Su uso est4 en aumento en sectores como la

automocion, el embalaje, la filtracion, los recubrimientos y la electrénica.®?

1.7

Métodos de extraccion

1.7.1 Métodos quimicos. En los métodos quimicos se usan diferentes tipos de acidos,

bases y disolventes, tanto diluidos como concentrados, para eliminar impurezas propias

del material lignocelulésico y degradar los componentes no celulésicos.?’

1.7.1.1 Tratamiento alcalino. EIl tratamiento alcalino se lo emplea en materiales

lignocelulésicos para la descomposicion de su estructura cristalina, estos materiales

(fibras naturales) se introducen en una solucion de NaOH a un tiempo y temperatura

determinada, mediante este proceso se altera la superficie de las mismas, eliminando
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los componentes no celulésicos como la lignina y hemicelulosa. Después de este
tratamiento las fibras se vuelven amarillas cuando la concentracion del NaOH aumenta,

es por ello que requiere de otro tratamiento quimico como es el blanqueamiento.?’

1.7.1.2 Blanqueamiento. Generalmente las etapas de blanqueo de celulosa son
tratamientos acidos o alcalinos y se utilizan productos quimicos como: clorito de sodio
(NaClOy), hipoclorito de sodio (NaClO) y peréxido (H202), sobre parametros de presion
y temperatura atmosféricas lo cual provoca la degradacion de la lignina cambiando su
estructura, incluyendo también a la celulosa y hemicelulosa pues los enlaces

participantes éster y glucosidicos se ven afectados.>*

1.7.1.3 Hidrdlisis acida. Se conoce que la hidrdlisis acida es favorable pata la obtencion
de azucares fermentables, en el cual varian ciertas condiciones tales como la
concentracion y la temperatura® participan sustancias &cidas concentradas o en
diluciéon entre acido nitrico HNOg3, acido sulftirico H.SO,4, acido clorhidrico HCI, acido
fosférico H3PO4, para la descomposicion de la celulosa, hemicelulosa separando de tal
manera, a su forma elemental.?8:3%

La hidrolisis acida provoca una protonacién rapida del oxigeno glucosidico, lo que
provoca la adicion de agua para romper el enlace y producir dos fragmentos de cadena

mas cortos.3®

1.7.2 Métodos fisicos. Los métodos fisicos son fundamentales para la modificacion de
la estructura de la biomasa, aumentando el area superficial reduciendo el tamafio de
particulas, mediante una serie de pasos sencillos como molienda, trituracion y

pulverizacion de la materia, asi como el secado, microondas, explosion de vapor, etc.*’

1.7.2.1 Explosion de vapor. La explosion de vapor es un pretratamiento de origen
hidrotermal, con el cual se somete el material lignocelulésico, a presion de vapor y altas
temperaturas, con el que se consigue la despolimerizacion de la lignina, haciendo que

salgan las fibras de celulosa.?’

Se destaca como uno de los pretratamientos mas eficaces para maderas duras y
residuos agricolas, aunque su eficiencia es menor en el caso de maderas blandas. La
biomasa se somete a vapor saturado a temperaturas que oscilan entre 160-260 °C
(0.69-4.83 MPa). En el transcurso de la detonacion de vapor, se generan acido acético
y otros acidos organicos mediante la hidrélisis de la hemicelulosa, contribuyendo asi a

la ruptura de los enlaces éster y éter en la matriz de celulosa-hemicelulosa-lignina. Los
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factores que influyen en este proceso incluyen el tiempo de tratamiento, la temperatura,

el tamafio de las particulas y el contenido de humedad.®®

Este se ha convertido en un método de pretratamiento popular debido a su bajo uso de
productos quimicos y bajo consumo de energia, debido a que se obtienen los mismos

tamarios que con los métodos fisicos, no obstante, se requiere 70% menos de energia.*®
1.7.3 Métodos bioldgicos.

1.7.3.1 Enriado bioldgico al aire libre. Este método de enriamiento, caracterizado por
su bajo costo, implica exponer las vainas de platano al ambiente exterior, permitiendo
gue los microorganismos presentes en el proceso de descomposicion separen los haces
fibrilares. Sin embargo, esta técnica conlleva la consecuencia de que las fibras extraidas
presenten variaciones en sus propiedades, dado que las condiciones de temperatura y
humedad no son consistentes. Como resultado, la calidad de la fibra puede verse
comprometida facilmente, ya que corre el riesgo de dafarse. Este proceso de
enriamiento suele requerir un periodo de entre veintilin y cuarenta y dos dias para

extraer la fibra del platano.*®

La descomposicién de la fibra mediante tratamiento biolégico se lleva a cabo gracias a
la accion de diversos microorganismos, como hongos y bacterias, que tienen la
capacidad de degradar la estructura compleja de la pared vegetal mediante la actividad
de enzimas especificas como celulasas y enzimas que modifican la lignina. Para mejorar
la eficacia de los pretratamientos, se pueden emplear microorganismos con alta
capacidad lignocelulolitica, como hongos de la podredumbre blanca, o se pueden utilizar
diferentes variantes de consorcios microbianos que logran una degradacion mas
completa de la pared celular vegetal. Se puede mencionar que, estos co-cultivos
representan una solucion eficiente en la biotransformacién de sustratos complejos. Se
menciona ampliamente que los géneros Curvularia y Trichoderma son microorganismos

con alta capacidad lignocelulolitica.*®

La hidrélisis enzimatica es un método moderno para obtener nanoparticulas de celulosa
de manera eficiente en términos de energia. Durante este proceso, se forman nanofibras
cristalinas conectadas a una fase amorfa. Generalmente, se emplean pulpas
blanqueadas como punto de partida, que luego se tratan con enzimas, principalmente
celulasas. A menudo, se combinan técnicas mecanicas para mejorar la accesibilidad de
las fibras celulésicas. Durante la hidrélisis enzimatica, la estructura de la biomasa

cambia a una escala nanométrica, lo que afecta la forma en que las enzimas pueden

24



acceder y descomponer la celulosa. Esto se debe a que las enzimas continuamente
modifican el tamafio y la forma de las fibrillas, asi como el area superficial disponible

para la reaccion.?®

1.7.4 Combinacién de los métodos. Los pretratamientos mecanicos, quimicos y
enzimaticos se usan para mejorar la produccién de nanofibras de celulosa (CNF) y
reducir el consumo de energia. Dentro de estos métodos se encuentra la
homogeneizacion a elevadas presiones, micro fluidizacion, molienda y refinado. Estos
métodos se pueden aplicar individualmente o en combinacion segun las necesidades
del proceso y las propiedades deseadas del producto final. A pesar de estos
pretratamientos, a veces es dificil obtener un producto homogéneo, razén por la cual se

opta por la combinacién de estos métodos.**

Métodos como la hidrélisis acida presenta alta cristalinidad pero con desecho de
grandes cantidades de aguas acidas, mientras que la desintegracibn mecanica tiene
alta pureza pero alto consumo energético, las bacterias aerobias generan gran pureza
y cristalinidad pero bajo rendimiento, y la hidrdlisis enzimatica es respetuosa con el
medio ambiente sin embargo necesita mayor tiempo de preparacion, el electro hilado es
versatil pero propenso a aglomeracion, por otra parte la homogeneizacion es eficiente
pero con desventajas como obstruccién y disminucion de estabilidad térmica, la
molienda es rapida pero con necesidad de mantenimiento y con el refinado se aumenta

superficie pero disminuye longitud y cristalinidad.?®

Cada método tiene su ventaja es por ello que se los puede combinar y aprovechar de
mejor manera lo que cada uno ofrece, para obtener una mejor extraccion de celulosa,
al utilizar una combinacion de tratamientos, se puede optimizar la extraccion de celulosa
segun las caracteristicas especificas del raquis de banano, logrando asi una mayor

eficiencia y mejor calidad del producto final.

1.8 Caracterizacién de las nanofibras de celulosa

1.8.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB). En el andlisis de Microscopia
Electrénico de Barrido (MEB o en sus siglas en ingles SEM) se vale de una corriente de
particulas diminutas para examinar la superficie de la muestra. Estas particulas
dispersas son colectadas para formar una imagen detallada, que gracias a esta técnica,
se pueden explorar tanto la composicién quimica como la estructura material a escalas
mindsculas, permitiendo asi un entendimiento profundo de la organizacién interna de

una variedad de materiales.*?
25



Por otro lado, las propiedades morfolégicas de las nanoestructuras de celulosa, tales
como las nanofibras de celulosa (NFC), pueden ser observadas a pesar de sus
dimensiones y formas irregulares. Estas nanoestructuras pueden tomar diferentes
formas, desde placas delgadas hasta fibras individuales, dependiendo del proceso de
autoensamblaje durante su formacion. Aspectos como la concentracion, cristalinidad y
cambios en la carga superficial también influyen en su morfologia. Por lo tanto, es
esencial realizar una observacion detallada de estas caracteristicas para entender mejor

sus propiedades y aplicaciones en diversas areas.*

1.8.2 Espectrometriainfrarroja con transformada de Fourier (FTIR). La Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) es una técnica fundamental para analizar
los grupos funcionales, la estructura molecular. Para obtener el espectro de absorcion,
se utiliza un instrumento llamado espectrofotometro, que emite un haz de radiacién
infrarroja que atraviesa la muestra, esta interaccion de la radiacion infrarroja con los
enlaces covalentes presentes en dichos materiales, produce vibraciones moleculares
especificas, las mismas que revelan informacion sobre la composicion quimica y los
enlaces presentes en la muestra.** Para determinar los grupos funcionales (OH-) en la
celulosa se usan intervalos de medicion en la escala de absorbancia desde 4000 a 700

cm-l.45

La FTIR tiene una amplia gama de aplicaciones en areas como la quimica, la
farmacologia, la ciencia de materiales y la biologia, ya que permite identificar con

precision y rapidez diversos compuestos.

Tabla 1. Principales bandas de los espectros FTIR para las NFC

Longitud de onda Componentes Grupo Funcional
3700 3200 OH Celulosa“*®
3414 3412 OH Celulosa*®
2900 2700 C-H Celulosa-

Hemicelulosa*’

1730 1700 Cc=0 Acido Carboxilico*®
1600 1500 N-C-O Lignina“®
1600 1475 C-C Lignina®®
1433 1428 C-6 Celulosa*’
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Tabla 2. (Continuacion)

Longitud de onda Componentes Grupo Funcional
1336 1000 C6 Celulosa®
1317 1317 C-0 Celulosa-Carbonil*®
1428 1311 CH2 Celulosa™
1300 1000 C-0-C Celulosa*’
1294 1241 C-O Lignina®®
1100 1160 C-0-C Celulosa®
1160 1000 C-0-C Celulosa*®
896 894 C-H Celulosa®
588 662 C-OH Carboxilo*®
527 521 C-0-C Celulosa®

Fuente: Autoria propia

1.8.3 Potencial de Carga cero. El potencial de carga cero (PCC) es fundamental en
las teorias de la doble capa eléctrica (EDL), indicando el punto donde la superficie de un
material no tiene carga neta. Al alejarse de este punto, se forman contraiones que crean
la doble capa eléctrica. Medir el PCC en electrodos metalicos es dificil debido a la

preparacion de electrodos monocristalinos y la adsorcién especifica de iones.>

El PCC se encuentra graficando ph inicial vs Aph (pH inicial — pH final).>® El pH en el
potencial de carga cero (pHecc) determina el pH donde la superficie de un adsorbente

es eléctricamente neutra:

e Cuando el pH es menor que el pHepcc, la superficie es positiva.
e Cuando el pH es igual al pHpcc, la superficie es neutra.

¢ Cuando el pH es mayor que el pHecc, la superficie es negativa.

Esta variacion en la carga superficial influye en la capacidad de adsorcion del material.
Una carga negativa favorece la adsorcion de cationes, mientras que una carga positiva
favorece la adsorcion de aniones.*® La carga superficial en fase acuosa se modifica por
la absorcion de iones y se estudia con curvas de consumo de protones, convergiendo
en el PCC.%’
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1.9 Viabilidad Econdmica

1.9.1 CAPEX. Abreviatura de Capital Expenditure, se refiere a los fondos destinados
a adquirir, mejorar 0 mantener activos fisicos a largo plazo, cruciales para la capacidad
productiva y la expansion de operaciones. Es esencial disponer de un presupuesto
CAPEX preciso al iniciar o mantener un inventario, revisar los gastos operativos (OPEX),
y calcular el capital necesario para las necesidades de cada departamento,
determinando asi el presupuesto anual requerido.®®Dentro de este presupuesto se
incluyen costos tales como, los equipos de procesamiento, el manejo del agua, la

infraestructura, el desarrollo y los costos de abandono.>®

1.9.2 OPEX. Los costos operativos se dividen en variables y fijos. Los costos variables
incluyen mano de obra, mantenimiento, combustibles y productos quimicos, mientras
que los costos fijos abarcan servicios publicos, alquiler de equipamiento, seguros y
gastos generales y administrativos. Ademas, hay otros costos relacionados con
transporte y logistica, personal y materiales, y otros costos operativos no previamente
mencionados. Estos costos se agrupan y se clasifican en fijos o variables segun las

areas analizadas y la diversidad de los resultados obtenidos.>®

Tabla 3. CAPEX OPEX — Costos fijos/variables

Rama Tipo Fijo/Variable
Instalaciones Fijos
Equipamiento Fijos/Variables
Perforaciones Variables
CAPEX Gasoducto/oleoducto Fijos
Abandono Fijos
Otros CAPEX Fijos/Variables
Campos Fijos Fijo
Campos Fijos Fijos
OPEX Campos Variables Variables
Transporte Variables
Otros OPEX Variables
Regalias Variables
A las ventas Variables
IMPUESTO Ala Renta Variables
Otros Variables

Fuente: Gestién de servicios enfocados a OPEX en lugar
de CAPEX®®
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CAPITULO Il
2. METODOLOGIA

2.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo analitico y comparativo, involucra la sintesis de
nanofibras de celulosa utilizando métodos fisicos, quimicos y biolégicos, seguido de la

caracterizacion morfologica de las nanofibras de celulosa.

2.2 Disefio de investigacion

La investigacion tuvo un disefio experimental, donde se desarrollé la manipulacion de
variables, en el cual se utilizé una combinacién de los métodos fisicos, quimico y
biolégicos para la determinacion de componentes lignocelulésicos. Ademas, para la
caracterizacion de las NFC se aplicaron las técnicas de microscopia electrénica de

barrido (MEB), la espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (EITF) y pHpzc.

2.3 Enfoque de investigacion

Tuvo un enfoque mixto cualitativo — cuantitativo, debido a que se caracterizé y evalué
de la viabilidad econdémica de los métodos para la obtencion de las nanofibras de

celulosa.

2.4 Ubicacidn Geografica

La parte experimental se realizé en los laboratorios de investigacién de la Facultad de

Ciencias Quimicas y de la Salud, de la Universidad Técnica de Machala.

2.5 Poblacion de estudio

El recurso vegetal utilizado en la investigacion corresponde a los residuos de banano,
especificamente el raquis. Mientras que el objeto de estudio la investigacion fueron los

métodos para obtencién de nanofibras de celulosa.

2.6 Variables

Las variables a ftratar en la investigacion fueron variables dependientes e
independientes. Las variables independientes fueron los diferentes métodos de
extraccion de las nanofibras de celulosa por método bioldgico fisico y quimico, y la
variable dependiente analizadas fueron nanofibras de celulosa, con esto se evalu6 como

diferentes métodos de extraccion influyen en sus caracteristicas.
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2.6

Materiales, reactivos y equipos

En el presente estudio, se emplearon multiples materiales, reactivos y equipos para la

extraccion y caracterizacion de nanofibras de celulosa. La tabla a continuacion

proporciona una descripcion detallada de los elementos necesarios para que se lleve a

cabo los procedimientos experimentales.

Tabla 4 Descripcion de los materiales, reactivos y equipos a utilizar.

Materiales Reactivos Equipos
e Balon volumétrico de| e Hidroxido de sodio| e Balanza analitica
100ml, 250ml, 500ml, NaOH pureza 98.8% (OHAUS PIONEER)
1000ml (Fisher scientific) e Estufa  (MEMMERT
e Probeta de 100ml e Perbxido H20. 10V VN6400 4051785)
e Pipeta graduada * Acido clomidrico HCI e Campana de
ureza 37.4% (Fisher .
e Varilla de agitacion (F:)hemical) ! extraccion
(LABCONCO)
e Barras de  agitacion -
o * Trichoderma SPP |« Molino de cuchillas
magnetica (Equabioldgica)

e Frascos para reactivos de
250 ml

e Embudo

o Papelfiltro

e Matraz de 250mly 500ml
e Fundas con auto cierre

e Piseta

e Pinzas

e Espétula

e Tamiz malla 250 ym

e Termdmetro

Carboximetilcelulosa

Sulfato de amonio
concentrado (NH,) ,SO,

(Fisher chemical)

Fosfato  diddico de
potasio concentrado
K2HPO4 (Fisher
chemical)

Acido citrico C¢HgO,,
Citrato de sodio
N8.3C6H507 (Fisher
scientific)

Agua destilada

e pH-metro (OHAUS
AQUASEARCHER)

¢ Agitador orbital
(INFORS HT Celltron)

e Plancha de
calentamiento
(CIMAREC
SP131015)

e Reactor hidrotermal
con camara de Teflon

e Microscopio
electrénico de barrido

e Espectrémetro
infrarojo

e Liofilizador

Fuente: Elaboracién propia
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2.7 Desarrollo experimental

2.7.1 Preparacion de la muestra.

Se recolect6 la materia prima (raquis de banano), de la Universidad Técnica de Machala,
en la facultad de Ciencias Agropecuarias, luego de la recoleccion realizé el lavado,
pelado y troceado (cubitos 1cm aprox) de materia prima se obtuvo 6.91 kg, luego del
proceso de troceado se sumerge en agua destilada, para evitar la oxidacion, a
continuacion se realizé un ultimo lavado con agua destilada con el fin de eliminar
impurezas presentes en nuestra muestra, seguidamente se sec6é la muestra con toallas
adsorbentes para reducir la humedad y se lo llevé a la estufa a 70°C por 48 horas,

pasado este tiempo se consiguié 345.30 g de raquis seco.®°

Una vez que se obtuvo la muestra seca, se triturd y tamizo con un tamiz de 250um, se
obtuvo 304.08 g raquis particulado (polvo). Finalmente se almacend este raquis
particulado en frascos ambar para prever que la luz afecte sus propiedades y conservar

la muestra.

Figura 5. Obtencién del polvo del raquis de banano

RAQUIS DE BANANO

¥

PELADO

| 2

TROCEADO
L 2

LAVADO H Agua destilada ]

t= 2 dias
SEC;ADO H o ]

TRITURADO

¥

TAMIZADO H N° 250 um ]

POLVO DE RAQUIS

Fuente: Autoria propia
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2.7.2 Métodos de obtencion de nanofibras de celulosa.

2.7.2.1 Método 1 - Tratamiento quimico (Q). Se sigui6 con la metodologia establecida,
se hizo ciertas modificaciones®!. A continuacién, se muestra el diagrama de flujo del

proceso del método 1 para la obtencién de nanofibras por tratamiento quimico.

Figura 6. Diagrama de flujo de tratamiento quimico

POLVO DE RAQUIS

L ]

BLANQUEADO

L ]

HIDROLISIS ACIDA

L

NaOH 0.5M
3% H>0, + NaOH 0.5M

HCI 2M

LAVADO
! Agua destilada
PH neutro
FILTRADO

L ]

REFRIGERADO

3

LIOFILIZADO

L |

OBTENCION DE NFC

t=48 horas

11111

t=40 horas

Fuente: Autoria propia

Para comenzar, se pesé 15 gr de polvo de raquis, el cual paso primeramente por el
tratamiento alcalino, para esto se prepar6é una solucién de 300ml de 0.5M de NaOH,

para ello se realizaron los siguientes calculos:

40g NaOH 0.5 mol NaOH
*
1 mol NaOH 1L

*0.30 L = 6g NaOH

En un matraz se sumergio los 15 gr de polvo de raquis con los 300ml de NaOH 0.5M,
con ayuda de una plancha de agitacion, se colocé la muestra a 30°C por 18h, luego se
lavan las muestras, mediante decantacion vy filtracion, este procedimiento se realizé
hasta que la muestra alcanz6 un pH neutro. Simultdneamente se siguié con el

blanqueamiento, el cual consiste en preparar una soluciéon binaria de 200ml con NaOH
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0.5 My H>0- al 3% en peso. Se empezo con el calculo para hacer una solucion de 3%
peréxido de hidrégeno en un volumen de 200ml, para ello se empleé la ecuacion (1)
Ci*xVi=0CyxV, €Y
Donde:

C,: Solucion concentrada %

V1: Volumen de solucion concentrada a diluir L

C,: Solucion diluida %

V,: Volumen de solucion diluida L

~0.30 * 200 ml

Se tomaron 100 ml de la solucién concentrada al 6% H»O-, la cual se diluye en un bal6n
volumétrico de 200ml con agua destilada consiguiendo una solucion de H.O; al 3%, esta

sirvié como solucién base para adicionar el NaOH que se calcula a continuacion.

40g NaOH 0.5mol NaOH
ES
1mol NaOH 1L

*0.20 L = 4g NaOH

Se peso 4g de NaOH para mezclarlos con la solucion de H2O-, una vez realizada esta
solucion, se mezcl6 junto con la muestra en la plancha de agitacion magnética a una
temperatura de 45°C por un tiempo de 14h. Pasado este tiempo, se realizé el lavado

mediante decantacién, luego se filtra y se lava nuevamente hasta llegar a un pH neutro.

Posteriormente, se realiz6 el proceso de hidrélisis acida, se preparé una solucion de 200
ml &cido clorhidrico (HCI) 2 M a partir de una solucién de HCI al 37%, para ello se
realizaron los calculos en los que se emplearon las ecuaciones (2) y (1), como se detalla

a continuacion:

37ml HCl 2500 ml de sol.conc. 1.19 g HCI
100 ml de sol.conc. 1 "TmiHC 1100.75 gr HCl
M = moles soluto/L solucion (2)
M =12.08 M
CixVy =G+ 1 D
Vi=3311ml
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En la soluciéon de HCI 2M, se sumergi6é el residuo insoluble obtenido y sometié a
agitacién en una plancha de agitacion y calentamiento a 55°C durante 2 h, pasado este
tiempo se lavé la muestra obtenida, primero por decantacion y luego por filtracion hasta
llegar a un pH neutro. Finalmente se colocaron las muestras en frascos con tapa
esterilizados y se sometieron a congelacion por 24 horas, posteriormente, las muestras
fueron liofilizadas por 40h, por dltimo, se almacend en un recipiente &mbar para luego

realizar los respectivos andlisis.

2.7.2.2 Método 2 - Enriado bioldgico y tratamiento quimico (BQ). Para este método se
realizd el enriado biologico, el cual consta en la activacion, incubacion del hongo
Trichoderma spp e inoculacion del mismo con la muestra del polvo de raquis, el
remanente insoluble obtenido se seca y se lo trata con el método quimico, como se

muestra en el siguiente diagrama.®?

Figura 7. Diagrama de flujo para la obtencién de nanofibras por enriado biolégico y
tratamiento quimico

POLVO DE RAQUIS

N

! " Trichoderma spp

ACTIVACION CMC, (NH4)2S04, K2HPO4
‘ J

Raquis, trichoderma spp

INOCULACION activada

¥ <
= pH= 4.5, t=5 dias
FERMEFACION H T=30°; Agitacién= 120rpm

PURIFICACION

]

LAVADO
3

SECADO H T=55°C; t= 24h

TRATAMIENTO OQUIMICO

LIOFILIZACION H t=40h

ALMACENAMIENTO H T=25°C

Fuente: Autoria propia
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Enriado biologico: Se prepar6 una solucion de 250 ml Buffer (citrato de sodio + acido
citrico), para esto se realizan los calculos respectivos previamente, con los cuales se

preparé las siguientes soluciones:
Solucion de 250 ml de citrato de sodio Na;CgH50, a 0.05M

258.06 g/mol 0.05 mol Na3CgHs0-
*
1mol Na3C6H507 1L

x0.25 L = 3.226 g NasCsHs0,

Solucién de 100 ml de acido citrico a 0.5 M

192.12 g/mol 0.5 mol C,HgO,
*
1mol CgHgO, 1L

% 0.1L = 9.606g C4HgO,

Solucién de 100 ml de acido citrico C6H807 a 0.75 M

192.12 g/mol 0.75 mol C;HgO,
ES
1mol CcHg O, 1L

x0.1L = 14.409g CcHgO,

El volumen total de la solucién Buffer es de 250ml, para la preparacién del mismo en un
balén volumétrico aforado de 250ml, se realiz6 la solucién base de citrato de sodio, para
esto se pesoO 3.226 g de citrato de sodio y se disolvié en 230 ml de agua destilada con
esto se obtuvo una solucién con pH de 8.2 aprox. ligeramente alcalino, es por ello que
con las soluciones de acido citrico se ajusté pH a 4.5, para esto se coloc6 en buretas
las solucién de acido citrico y se hizo caer gota a gota, mientras estaba en agitacion, al
mismo tiempo fue tomando el pH. Se debe tener cuidado y no pasarse del aforo de 250
ml, ni del valor del pH, si no se llegase al aforo con el acido, se adiciona agua destilada

y se comprueba que el pH sea el correcto.

Una vez que se preparo la solucion BUFFER, se trasvasa a un matraz Erlenmeyer y se
pesaron los compuestos de sulfato de amonio y fosfato di 4cido de potasio, que
aportaron los nutrientes (10% N, 3% S, 5% P) necesarios para la activacion del

Trichoderma spp, para saber la cantidad necesaria se realizo los respectivos célculos.
Céalculo de N con (NH,),S0,

10N 132.14g (NH,),S0, 1mol (NH,),S0, 1molN
* * *
100 1mol (NH,),S0, 1mol N 28g N

= 0.472 g(NH,),S0,

Célculo de S con (NH,),S0,

3S 132.149 (NH,),S0, 1mol (NH,),S0, 1molS
* * *
100 1 mol (NH,),S0, 1molS 32gS
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Célculo de P con KH,(PO,)

5P 136g KH,(PO,) 1molKH,(PO,) 1molP
* * *
100 1mol KH,(PO,) 1 mol P 31gP

=0.219 g KH,(PO,)

Asi mismo se utilizé una solucién de carboximetilcelulosa (CMC) de grado alimenticio al
3% para los 250 ml de la solucién BUFFER.
P g soluto

ofy — — I~
A)V ml solucion * 100 )

g soluto = *250=75gCMC

100

Luego que se realizaron los calculos, se obtuvo que se necesité 0.596 g (NH,),S0, y
0.219 fosfato di acido de potasio, para que se exista un medio de cultivo éptimo para la
activacion del hongo. Estos compuestos se los adicion6 a la soluciéon BUFFER, con la
ayuda de una plancha de calentamiento y agitacién magnética. Una vez que se diluyeron
completamente los nutrientes en la solucion, se calenté a una temperatura a 50°C.
Cuando se llegd a esa temperatura se le afiadieron los 7.5 g de CMC y se mezcla hasta
que quede totalmente homogénea, se dej6 enfriar hasta los 30°C, para poder adicionar
el hongo Trichoderma spp. Para ello se calcul6 los gramos del hongo que contiene 5%

de conidios.

1 Trichoderma spp  100% Conidios

1L * 5% Conidios

= 20g Trichoderma spp

Se afiadieron 20gr del hongo Trichoderma spp para la activacion y se agitd para que se
mezcle completamente con medio de cultivo. Una vez que se tuvo lista la muestra se
sellaron los matraces con gasa y una liga para evitar posible contaminacioén, y se llevé

a la incubadora con una plancha agitadora por 3-5 dias a 120 rpm.

Inoculacion con polvo de raquis: Al pasar los dias de la activacién del hongo, se procedié
a preparar una solucion de 750 ml Buffer (0.05 M citrato de sodio + acido citrico) con un

pH 4.5, siguiendo los mismos pasos descritos anteriormente.
Solucion de 750 ml de citrato de sodio Na;CgHs0, a 0.05M

258.06 g/mol  0.05mol Na3CgH50,
*
1mol Na3C6H507 1L

¥ 0.75L = 9.667g NasCgHs0,
Solucién de 100 ml de acido citrico a 0.5 M
192122 .05 mol C.H,0
"~ “mol 27> MOt belglUy

1mol C4HgO, 1L
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Soluciéon de 100 ml de acido citrico C6H807 a1 M

19212557 1 mol CoHg0;
1mol C6H807 1L

x0.1L = 19.212gC4HgO,

A la solucion Buffer de 750 ml se afiadié 50g de polvo de raquis y Trichoderma spp
activada y se colocé en la plancha de agitaciobn magnética para su homogenizacion, de
esta manera se obtuvo un volumen total de 1000 ml de disolucién. Luego de esto se
trasvaso la disolucion en 3 matraces Erlenmeyer para posteriormente llevarlo a la

incubadora a 30°C con una plancha agitadora por 5 dias a 120 rpm.

Al finalizar este tiempo se coloco la muestra (raquis inoculado) en un recipiente limpio y
esterilizado con agua destilada para comenzar el proceso de lavado por medio de
decantaciones hasta que el agua se torn6 de un color translicido, luego de esto dicha
solucion con el hongo Trichoderma, se sometié a alta temperatura (90°C) durante 10
min, para inactivar el hongo, posterior a esto se realiz6 un segundo lavado por medio de
decantacién, de igual forma se lo realiz6 hasta que el agua se torné de un color
translicido. Finalmente se realiz6 una filtracibn quedando, asi como resultado un
remanente insoluble, el cual se lo llevo a una estufa para secarlo a 55°C por 24h, pasado
este tiempo queda como resultado un remanente insoluble seco, listo para ser sometido

al tratamiento quimico.

Tratamiento quimico: Para comenzar con este tratamiento en un matraz Erlenmeyer se
colocé 300ml de NaOH al 0.5M y 15 gr del remanente insoluble seco del tratamiento
biolégico, esto se sometid a agitacion a 30°C por 18h. Luego de esto, se realizaron

lavados a la muestra hasta que llegé a un pH neutro.

Se continud con el blanqueamiento, en un matraz Erlenmeyer se coloc6 la muestra que
se acab6 de obtener con 200ml de una solucién binaria de NaOH 0.5 M y H,0, al 3%,
esta mezcla se la dejo en agitacion a 45°C por 14h. Una vez concluido el tiempo, se
procedi6 a realizar el lavado hasta llegar a un pH neutro. A continuacion, se realizo el
proceso de hidrolisis acida, en una solucion de 200 ml de HCI 2 M, se sumergio el
residuo insoluble obtenido y someti6é a agitacién a 80°C durante 2 h. De igual manera

se lavo por decantacion y filtracion hasta que llegdé a un pH neutro.

Finalmente, se colocaron las nanofibras en frascos y se congelaron por 24 horas, para
luego llevar las muestras a un proceso de liofilizacién por 40h, por ultimo, se almacend

en un recipiente ambar para luego realizar los respectivos analisis.
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2.7.2.3 Método 3 - Explosion de vapor y tratamiento quimico (FQ). El procedimiento

para realizar el método fisico — quimico se detalla a continuacion:

Figura 8. Diagrama de Explosion de Vapor

[ POLVO DE RAQUIS DE BANANO ]

; Estufa )
T=200°C
REACTOR ]- T=35min
\ Muestra5g
‘ 70ml| NaOH
( 4
LAVADO DE FIBRAS
l -[ Agua destilada

FILTRADO DE FIBRAS

ko

[ TRATAMIENTO QUIMICO ]

=l

LIOFILIZACION

L !

ALMACENAMIENTO

Fuente: Autoria propia

Explosién de vapor: Se comenz6 pesando 5 gr de polvo de raquis en un vaso de
precipitaciéon, a este se le afadieron 70 ml de hidroxido de sodio (NaOH) al 2%, para

ello se realizaron los siguientes célculos:

Y P g soluto 100 3
—_—= —_%
°V ~ ml solucion ()

g soluto =5 g NaOH

Esto se mezclé hasta que se obtuvo una pasta homogénea, luego se trasvaso al
recipiente propio del reactor y se cerré para luego llevarlo a la estufa con ventilacion a

una temperatura de 200°C38 por 35min.

Una vez concluido este tiempo, se retir6 al reactor de la estufa 'y se abri6 la valvula para
liberar la presion ejercida en el interior del mismo y se ejecuté la explosiéon de vapor. El

producto de este proceso se encontré con humedad es por ello por lo que se realizaron
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los calculos en base humeda de la muestra. Asumiendo que la muestra del polvo de

raquis tenia contenido de humedad bajo, esta se la despreciaba. Entonces:

masa de solido humedo = masa de humedad + masa de solido seco 4)

masa de humedad = 70.89 gr solucion NaOH
masa de solido seco = 5 gr polvo de raquis
Reemplazando en la ecuacion (4).

masa de solido humedo = 75.89 gr

780g masa solido himedo 5g solido seco . i
7 * = 227.27g masa de so6lido humedo
5g solido seco 1

Entonces paratener 15 gr de muestra, necesarios para el siguiente proceso, se necesito
227.27 gr de masa de solido humedo que salen del reactor. Para obtener esta cantidad

este proceso se realizd 5 veces para continuar con el siguiente método.

Una vez finalizado este proceso los 227.27 gr de muestra, se lavaron mediante
decantacion, luego se filtr6 y se lavdé nuevamente hasta que llegé a un pH neutro, para

luego pasar al siguiente método que es el proceso quimico

Tratamiento quimico: Para comenzar con este tratamiento en un matraz Erlenmeyer se
colocé 300ml de NaOH al 0.5M y la muestra obtenida previamente del tratamiento
explosion de vapor, con ayuda de una plancha de agitacion y calentamiento, se colocé
la muestra a 30°C por 18h. Luego de esto, se realizaron lavados de la muestra hasta

gue llegd a pH neutro. &

Se continud con el blanqueamiento, en un matraz Erlenmeyer se coloco la muestra que
se acabo de obtener con 200ml de una solucién binaria de NaOH 0.5 My H,0; al 3%, y
se la dej6 en agitacion a 45°C por 14h. Pasado el tiempo, se procedi6 a realizar el lavado

hasta llegar a un pH neutro.

A continuacién, se realizé el proceso de hidrélisis acida, en una solucién de 200 ml de
HCl a 2 M, se sumergi6 el residuo insoluble obtenido y se someti6é a agitacién a 80°C
durante 2 h. De igual manera se lavo por decantacion vy filtracion hasta que se alcanz6

un pH neutro.

Finalmente, se colocaron las nanofibras en frascos y se congelaron por 24 horas, para
luego llevar las muestras a un proceso de liofilizaciébn por 40h, por dltimo, se

almacenaron en un recipiente &mbar para luego realizar los respectivos andlisis.
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2.7.2.4 Método 3 - Enriado biolégico, Explosion de vapor y Tratamiento quimico (BFQ).

Enriado biolégico: Activacion de Trichoderma spp: Se prepar6 una solucién de 250 ml
Buffer (citrato de sodio + acido citrico), para esto previamente se preparan las siguientes

soluciones:

e 230 ml de citrato de sodio a 0.05M
e 100 ml de &cido citricoa 0.5 M

e 100 ml de &cido citricoa 0.75 M

A la solucién de 230 ml Citrato de sodio se le adicion6 de gota a gota el acido citrico,

hasta alcanzar un pH 4.5, teniendo en cuenta no pasar el volumen de 250 m|.52

Luego se pesaron los compuestos que aportan los nutrientes (N,S,P) para el crecimiento
del hongo: 0.596 g Sulfato de amonio y 0.219 fosfato di acido de potasio. Y se los
adiciona a la solucion BUFFER, esto se mezclé con la ayuda de una plancha de
calentamiento y agitacion magnética. Una vez que se diluyeron completamente los

nutrientes en la solucién, se calent6 la misma a una temperatura a 50°C.

Tan pronto como se haya alcanzado la temperatura de 50°C, se afiadi6 los 7.5 gr CMC
en la disolucién y se mezcl6 hasta que quede totalmente homogénea. Dejar enfriar hasta
llegar a 30°C, cuando llegue a esa temperatura se procedié a afiadir 20gr del hongo
Trichoderma spp, y se tapan los matraces con gasa para evitar posible contaminacion.

Luego se lleva a la incubadora con una plancha agitadora por 3-5 dias a 120 rpm.

Inoculaciéon con polvo de raquis: Al pasar los dias de la activaciéon del hongo, se
procedio a hacer una solucion de 750 ml Buffer con pH 4.5. A esta solucion se le afiadio
los 50¢g de polvo de raquis y trichoderma activada a la solucién buffer y homogenizar,

de esta manera se obtuvo un volumen total de 1000 ml de disolucién.

Luego se trasvaso la disolucién en 3 matraces Erlenmeyer, y se los llevo a la incubadora
con una plancha agitadora por 5 dias a 120 rpm. Al finalizar este tiempo lavar y filtra.
Del remanente previamente obtenido por la filtracién se pesa 400 g y se sometié a un
proceso de secado a 55°C por 24h, luego de este tiempo se obtiene 16 g de remanente
seco biolégico (RSB), esto se colocé en un recipiente hermético®, como resultado
gueda un remanente insoluble, listo para ser sometido al tratamiento de explosion de

vapor.

Explosion de vapor: Siguiendo con el procedimiento para la extraccion de la nanofibra
por método BFQ, se pes6 5 g de RSB con 70 ml de hidréxido de sodio (NaOH) al 2%.
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Una vez lista la muestra, se preparo el reactor hidrotermal, se ingresé la muestra dentro
del mismo y se cierra dicho reactor para luego llevarlo a la estufa con ventilacién a una
temperatura de 200°C por 35min. Una vez concluido este tiempo, se retir6 el reactor de
la estufa y se abri6 la llave de paso del reactor, con esto se liber6 la presion ejercida en

el interior del mismo y se ejecuté la explosion de vapor.

Unavez finalizadas las extracciones, se pesan 227.27 g de muestra obtenidos el reactor,
se lavo la muestra obtenida, mediante decantacion, luego se filtré y se lavé nuevamente
hasta llegar a un pH neutro para luego pasar al siguiente método que es el proceso

quimico.

Tratamiento quimico: Para continuar con el proceso se realizd el tratamiento alcalino,
se prepar6 una solucién de 300ml de NaOH al 0.5M, esta solucién se la trasvasa a un
matraz Erlenmeyer, y se le adicioné a la muestra de la explosion de vapor obtenida
previamente, con ayuda de una plancha de agitacion, se colocé la muestra a 30°C por
18h. Luego de esto, se realizé un proceso de lavado, por decantacion y filtracion hasta

gue la muestra llegue a pH neutro.%!

Se continud con el blanqueamiento, en un matraz Erlenmeyer se coloco la muestra que
se obtuvo con 200ml de una solucién binaria de NaOH 0.5 My H202 al 3%, y se dej6
en agitacion a 45°C por 14h. Una vez concluido el tiempo, se procedié a realizar el

lavado mediante decantacion y filtracion hasta llegar a un pH neutro.

A continuacién, se realizé el proceso de hidrélisis acida, en una solucién de 200 ml de
HCl a 2 M, se sumergié el residuo insoluble obtenido y somete a agitacion en una
plancha de agitacién y calentamiento a 80°C durante 2 h. De la misma manera se lavo

y se decantd hasta que llegar a un pH neutro.

Finalmente, se colocaron las nanofibras en frascos y se congeld por 24 horas, para
luego llevar las muestras a un proceso de liofilizacion por 40h, por ultimo, se

almacenaron en un recipiente &mbar para luego realizar los respectivos andlisis.
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Figura 9. Diagrama de Enriado Biol6gico

[ POLVO DE RAQUIS ]

2

ENRIADO BIOLOGICO

L 2

EXPLOSION DE VAPOR

L 2

TRATAMIENTO QUIMICO

L

LIOFILIZADO

L

OBTENCION DE NFC

Fuente: Autoria propia

2.8 Caracterizacion del material

2.8.1 Potencial de carga cero (pHpcc). Para la determinacion del punto de carga cero,
se peso 0.1 g de cada una de las muestras NFC-Q (nanofibras de celulosa por método
guimico), NFC-BQ (nanofibras de celulosa por método bioldégico quimico), NFC-FQ
(nanofibras de celulosa por método fisico quimico) y NFC-BFQ (nanofibras de celulosa
por método bioldgico fisico quimico). SimultAneamente se realiz6 una solucién de 300
ml NaCl a 0.01M, con 0.1753 gr de NaCl.®®

Una vez realizada la solucién se trasvasé 50 ml en 6 vasos de precipitacion, luego se
ajustod el pH con soluciones diluidas de NaOH y HNO3 en cada uno de los vasos, de

modo que tengan diferente valor de pH inicial 2,4,6,8,10,12 respectivamente. *°

Para finalizar se coloc6 25 ml de cada en un tubo falcon de 50 ml con 0.1 g de muestra,
al ser 2 repeticiones al final se obtendran 12 tubos Falcon (2 tubos por cada solucion de
pH). Esto se lo lleva a la plancha de agitacion por 24h a 120 rpm, al concluir este tiempo
se volvié a tomar el pH (pH final) a cada uno de los tubos. Este mismo proceso se lo
realizd con cada una de las muestras NFC-Q, NFC-BQ, NFC-FQ y NFC-BFQ
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2.8.2 Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Para la
identificacion de los diferentes grupos funcionales asociados a los midltiples
componentes de las nanofibras de celulosa NFC-Q, NFC-BQ, NFC-FQ y NFC-BFQ, se
empled un espectrofotometro de los laboratorios de la UTPL, con un rango de frecuencia
entre 500 y 4000 cm1.46:47:49-52

2.8.3 Microscopia electrénica de barrido (MEB). Las micrografias de las nanofibras de
celulosa se realizaron en los laboratorios de la ESPE con la ayuda de un microscopio
electrénico de barrido, con las cuales se puede observar la morfologia de cada una de
las muestras de nanofibras de celulosa de raquis de banano obtenidas por diferentes
métodos (NFC-Q, NFC-BQ, NFC-FQ y NFC-BFQ)
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CAPITULO 1l

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de las nanofibras de celulosa
3.1.1 Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR). Los espectros
infrarrojos que se muestran a continuacion muestran los diferentes grupos funcionales

presentes en las nanofibras de celulosa, que fueron extraidas por 4 métodos (NFC-Q,
NFC-BQ, NFC-FQ, NFC-BFQ).

Figura 10. Espectro FTIR de nanofibras de celulosa
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Fuente: Autoria propia

El raquis de banano, que esta compuesto por celulosa, hemicelulosa y lignina, presenta
caracteristicas distintivas en su espectro de FTIR. En la figura 10, se observan picos
desde 3700 hasta 521 cm™. Las vibraciones de estiramiento O-H y C-H, ubicadas entre
3700y 2700 cm™, son representativas de la celulosa y hemicelulosa. Especificamente,

los picos alrededor de 2900 a 2700 cm™ se atribuyen al estiramiento de C-H.46:47:49.51.52

Los picos entre 1730 y 1626 cm™ corresponden a las flexiones de los enlaces C=0 y
C=C, indicando la presencia de &cidos carboxilicos y lignina. La aparicion de picos en
el rango de 1428 a 1311 cm™ sugiere la presencia de estiramientos de CHa,

caracteristicos de la celulosa. Por su parte los picos que se muestran entre 1294 -1241
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cm™ son estructuras de lignina que se presentan debido al estiramiento del C=0,
mientras que los picos en la regién de banda ~1034 cm™ est4 asociado a hemicelulosa
no hidrolizadas que se encuentra fuertemente unidas a las microfibrillas de celulosa y
~1021 cm™ corresponde a las vibraciones de estiramiento C-O-C, componente de la
celulosa. Ademads, los picos entre 896, 840 y 582 - 521 cm™ se deben a los
estiramientos de C-H y C-OH, confirmando la presencia de celulosa, lignina y grupos
carboxilo (celulosa). Estas observaciones en el espectro FTIR reflejan la compleja

composicion quimica del raquis de banano.” 47495364

El FTIR NFC-BQ muestra una menor intensidad en el estiramiento dentro del rango de
1600 cm™a 800 cm, en comparacion con los otros métodos que exhiben un mayor
estiramiento en este intervalo. Especificamente las NFC-FQ y NFC-Q presentan una
mayor intensidad en los picos dentro de este rango, esto sugiere que los otros métodos

presentan la mayor concentracion de celulosa.

3.1.2 Potencial de carga cero (pHpcc). Esta prueba se realiz6 con la finalidad de indicar
el punto de carga cero, es decir el punto donde la superficie de un material no tiene
carga neta. Debido a que la carga superficial influye en la capacidad de adsorcion del
material. Ademas, se compar6 los pHpcc para cada una de nanofibras extraidas por
diferentes métodos y evidenciar si existen o no diferencias significativas entre los

mismos.

Figura 11.Potencial de carga cero de las nanofibras de celulosa como bioadsorbentes
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En la figura 11, se observa el comportamiento de las nanofibras de raquis de banano
obtenidas por diferentes métodos de extraccién, con respecto a las soluciones con

distintos valores de pH (2,4,6,8,10,12), puestos en agitacién a 120 rpm a 25°C.

El potencial de carga cero en la grafica se identifica cuando curva intercepta en cero con
el eje de la Y, es en este punto es donde se indica que la superficie del material no
adsorbe ni desorbe protones. En base en lo mencionado el pHpcc para el material NFC-
Q fue de 2.125, asi mismo para NFC-FQ fue de 3.110, para NFC-BFQ fue de 3.730 y
NFC-BQ fue de 4.34. Estos valores indican que si las superficies de las nanofibras de
celulosa, trabajan a pH mayores a los valores de pHpcc mencionados, la superficie del
material estaria cargado negativamente y por ende estaria absorbiendo protones, por el
contrario, si trabajan a pH menores, la superficie del material estard cargado

positivamente por el aumento de H+ y por ende atrae aniones.*¢®

3.1.3 Microscopia de Barrido (MEB). Las nanofibras de celulosa obtenidas por los
métodos NFC-Q y NFC-BFQ presentan dimensiones en un rango de 32.99 nm a 96.91
nm y de 35.29 nm a 91.18 nm, respectivamente. Las nanofibras de celulosa obtenidas
con el método NFC-Q muestran un menor rango de espesor, asi mismo se puede
observar que en este método se logran desprender una mayor cantidad de nanofibras y
se muestra un campo mas limpio. Por su parte, las nanofibras de NFC-FQ tienen un
rango de 25.43 nm a 53.95 nm, mientras que las nanofibras de NFC-BQ poseen un
rango de 32.18 nm a 53.64 nm. La variabilidad de tamafio indica la efectividad del
método de extraccion puesto que se aislan las fibras a escala nanométrica debido a
degradacién de la lignina y la hemicelulosa, dado como resultado una mayor fibrilacion,
es decir se producen mas nanofibras con menor dimensién.®®®’ Las NFC un gran
potencial para aplicaciones industriales y una capacidad de produccion adaptable, lo
gue contribuye a la viabilidad economica de estos procesos. Ademas, se puede
corroborar que son nanofibras, puesto que se consideran asi con un rango de 1 a
100nm. %8
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Figura 12. Micrografia SEM de NFC-Q de raquis de banano

2000 nm

Fuente: Autoria propia

Figura 13. Micrografia SEM de NFC-BFQ de raquis de banano

2000 hm

Fuente: Autoria propia
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Figura 14. Micrografia SEM de NFC-BQ de raquis de banano

2000 nm

Fuente: Autoria propia

Figura 15. Micrografia SEM de NFC-FQ de raquis de banano

Fuente: Autoria propia
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3.1.4 Viabilidad Economica.
viabilidad economica de diferentes métodos para la producciéon de nanofibras de
celulosa (NFC). La tabla 3.1.4 detalla los costos asociados a cada método, incluyendo

materia prima, reactivos, consumo energético e insumos, proporcionando una vision

general de los gastos totales para cada técnica evaluada.

A continuacion, se presenta una evaluacion de la

Cuadro 1. Cuadro comparativo de costos de produccién por cada uno de los métodos

de extraccion.

NFC-Q NFC-FQ NFC-BQ NFC-BFQ
Material obtenido (g) 3.50 2.65 5.40 5.03
Materia Prima 0.31 0.52 1.04 0.00
Reactivos 3.33 4.46 4.59 6.43
Consumo energético 2.09 2.89 11.52 12.31
Insumos 12.61 18.47 18.98 24.85
TOTAL 18.34 26.35 36.12 44.63

Fuente: Autoria propia

Figura 16. Costos de produccion para obtener 5 g de NFC por cada uno de métodos.
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En el método quimico es el tratamiento base para la obtencién de la NFC, es por ello
gque en todas extracciones se lo realiza, mientras que los métodos biolégicos vy fisicos
actan como pretratamiento para facilitar la despolimerizacion de la lignina, haciendo

que salgan las fibras de celulosa.

El método quimico tiene un costo de produccion de $25.30. En comparacion, el método
biolégico-quimico tiene un costo adicional de $7.28, lo que representa un aumento del
28.8%. El método biolégico-fisico-quimico tiene un costo adicional de $18.95, lo que
representa un aumento del 74.9%. El método fisico-quimico es el mas caro, con un costo

adicional de $21.85, lo que representa un aumento del 86.4%.

Estos resultados muestran que el costo de produccién aumenta significativamente
cuando se incorporan métodos biolégicos y/o fisicos. Ademas, las pérdidas en el método

fisico-quimico también contribuyen a su mayor costo.
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CONCLUSIONES

Los métodos combinados de extraccion pueden ofrecer ventajas en términos de
pureza y caracteristicas especificas de las nanofibras; sin embargo, el método
quimico resulté ser el mas viable para la produccion de NFC a gran escala
debido a su menor costo relativos.

Los resultados obtenidos por FTIR muestran que las nanofibras a las que se
sometieron a un pretratamiento ya sea fisico y/o biolégico presentaron la menor
concentracion de lignina (rango de 1600 cm™ a 800 cm™), lo que indica un mayor
grado de pureza. Ademas, se logra observar que al aplicar un pre tratamiento
biolégico como en las NFC-BQ y NFC-BFQ, los picos asociados a la lignina son
menos prominentes, por lo cual se puede corroborar que la combinacion de estos
métodos genera una celulosa mas limpia y de mejor pureza.

El andlisis mediante microscopia electrénica de barrido (MEB) mostré que las
nanofibras de celulosa (NFC) obtenidas por el método biol6gico-fisico-quimico
(NFC-BFQ) presentaron una morfologia mas uniforme y menos conglomerada,
con menor presencia de impurezas, en comparacion con las NFC obtenidas por
otros métodos. Las NFC del método fisico-quimico (NFC-FQ) mostraron mayor
variabilidad en el diametro de las fibras. Estas observaciones sugieren que la
eleccion del método de extraccion afecta la calidad y uniformidad de las NFC,
siendo el método bioldgico-fisico

-quimico el mas efectivo para obtener nanofibras de menor impureza.

Las nanofibras extraidas por el método biol6gico-quimico (NFC-BQ) con un
pHpcc mayor son mas adecuadas para aplicaciones en medios acidos, mientras
que las obtenidas por el método quimico (NFC-Q) con un pHpcc mas bajo son
mas efectivas en medios con pH menos acido, lo que favorece la adsorcion de
cationes

Finalmente, los métodos combinados pueden ofrecer ciertas ventajas en
términos pureza y uniformidad de las NFC; sin embargo, son mas costosos a
gran escala. En tanto que, el método quimico, aunque produce NFC con menor
uniformidad y presencia de algunas impurezas, es significativamente mas
rentable para la produccién a gran escala. Por lo tanto, la eleccién del método

depende de las prioridades entre calidad de las NFC y viabilidad econémica.
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RECOMENDACIONES

Para llevar a cabo la extraccion de NFC, combinado con método fisico, se
recomienda utilizar y/o disefiar un reactor de mayor tamafio, que reducira las
pérdidas de material durante el proceso y hara mas eficiente la produccion de
NFC.

Se recomienda continuar con la optimizacion del proceso quimico para la
obtencion de nanofibras de celulosa, enfocandose en la reduccion de costos sin

comprometer la pureza de las nanofibras.
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ANEXOS

Anexo A. Preparacién de la muestra

Anexo B. Pelado del raquis




Anexo D. Secado de raquis
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Anexo F. Enriado bioldgico — inoculacion del raquis de banano con trichoderma spp
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Anexo G. Explosion de Vapor

Anexo I. NFC- BQ
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Anexo J. NFC- BFQ

Anexo J. NFC-FQ
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