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Resumen

En la Tesis de mi autoria, titulada “Desarrollo de nanocompuestos basados en nanocelulosa
y acido polilactico”, se emplearon nanocelulosas de origen vegetal y bacteriano como
refuerzo de materiales compuestos de acido polilactico (PLA) procesados tanto por extrusion
como por mezclado intensivo seguido de moldeo por compresiéon. Puntualmente se trabajo
con nanocelulosa bacteriana obtenida a partir de un descarte de la produccion de té de
Kombucha y con nanocelulosa vegetal aislada de cascara de arroz. Se utilizaron tanto las
nanocelulosas nativas como acetiladas superficialmente. A efectos de abordar la
problematica de lograr una adecuada dispersion de las nanocelulosas en la matriz de PLA,
se investigaron tres estrategias distintas de incorporacion y se estudiaron sistematicamente
las propiedades de los nanocompuestos resultantes. En primer lugar, se procesaron las
mezclas directas de las nanocelulosas secas molidas y el PLA. En segundo lugar, antes del
procesamiento en fundido se elaboraron masterbatches de PLA y las nanocelulosas nativas
por evaporacion de solvente. Finalmente, se prepararon masterbatches utilizando las
nanocelulosas hidrofobizadas superficialmente mediante reacciones de acetilacion. Para
cada caso, se vario el contenido de refuerzo entre 0.5% y 7% en peso. Los materiales
resultantes se evaluaron en términos de morfologia, propiedades opticas, mecanicas,
térmicas y de barrera, y se analizd su capacidad de desintegracion en condiciones de

compostaje industrial simuladas.
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RESUMEN

La presente tesis consta de siete capitulos cuyo contenido se resume brevemente a

continuacion.

En el capitulo 1 — Introduccion general — se presentan los conceptos fundamentales
relacionados con los materiales desarrollados en esta tesis. Tras una breve descripcion del
contexto en el que se enmarca el trabajo realizado, se discuten las caracteristicas mas
importantes del acido polilactico (PLA) y de las nanocelulosas utilizadas en el desarrollo de
las peliculas compuestas. Luego, se presenta un breve resumen del estado del arte de los
materiales compuestos que son el objeto de esta tesis, y finalmente se expone la propuesta

general, los objetivos y la innovacién del trabajo realizado.

En el capitulo 2 —Materiales y métodos— se realiza una descripcion detallada de los
materiales y metodologias empleados en la tesis para la obtencion y caracterizacion de las
nanocelulosas y de las peliculas compuestas. En primer lugar, se describen los protocolos
implementados para obtener las nanofibrillas de celulosa de origen bacteriano y vegetal, y su
modificacion quimica mediante reacciones de acetilacion. Luego, se detalla el desarrollo de
materiales compuestos a base de PLA y las nanocelulosas obtenidas, incluyendo el secado y
la molienda de las nanocelulosas, la preparacion de masterbatches por evaporacion de
solvente y el procesamiento mediante mezclado intensivo seguido de moldeo por compresion,
y mediante extrusion plana. Finalmente, se describen las técnicas de caracterizacion

aplicadas tanto a los materiales nanoceluldésicos como a las peliculas compuestas obtenidas.

En el capitulo 3 —Obtencién y caracterizacion de nanocelulosas— se resumen los
resultados correspondientes a la obtencién de las nanocelulosas nativas (sin modificacion
guimica) que se utilizan a lo largo de la tesis para el desarrollo de materiales compuestos de
matriz polimérica. Estas incluyen nanocelulosa bacteriana aislada de un subproducto de la
elaboracion de Kombucha (BNC), y nanocelulosa vegetal obtenida a partir de cascara de arroz
(VNC). También se abarca la caracterizacién morfol6gica, estructural y térmica de las mismas
en comparacion con nanocelulosa bacteriana producida por una cepa pura de
Komagataeibacter xylinus y con celulosa microcristalina de origen comercial,

respectivamente.
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En el capitulo 4 —Obtencion y caracterizacion de nanocelulosas acetiladas— se describen
los resultados de la acetilacion de las nanocelulosas nativas del capitulo anterior, reaccion
llevada a cabo a fin de mejorar su compatibilidad con el PLA. Se discuten los resultados de la
caracterizacion morfologica, estructural y térmica de ambas nanocelulosas acetiladas (AcBNC
y AcVNC) y se comparan sus propiedades con sus contrapartes nativas.

En el capitulo 5 —Desarrollo de peliculas compuestas de acido polilactico y
nanocelulosas— se presentan y discuten los resultados de la caracterizacion morfolégica,
Optica y mecanica de las peliculas compuestas basadas en PLA y diferentes contenidos de
las distintas nanocelulosas. Las mismas se obtuvieron tanto por mezclado intensivo seguido
de moldeo por compresion como por extrusion plana y, en cada caso, se implementaron tres
estrategias diferentes de incorporacién de las nanocelulosas en el poliéster: i) mezcla directa
de las nanocelulosas secas y molidas junto con pellets de PLA; ii) preparacion de
masterbatches por evaporacién de solvente utilizando las nanocelulosas nativas (BNC y VNC)
y el PLA como paso previo al mezclado en fundido; y iii) produccién de masterbatches

utilizando las nanocelulosas acetiladas (AcBNC y AcVNC).

En el capitulo 6 —Estudio del comportamiento térmico, de barrera y de desintegracién de
las peliculas compuestas extruidas— se exhiben y discuten los resultados de la
caracterizacién térmica, de la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno, y de la
desintegracién en condiciones de compostaje simuladas en laboratorio de peliculas

seleccionadas obtenidas mediante extrusion.

Finalmente, en el capitulo 7 —Conclusiones— se resumen las conclusiones generales de

la tesis y se proponen estudios futuros derivados del presente trabajo.
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ABSTRACT

The present thesis consists of seven chapters, whose contents are briefly summarized
below.

In chapter 1 — General introduction — the fundamental concepts related to the materials
developed in this thesis are introduced. After a brief description of the context in which the
work is framed, the most important characteristics of polylactic acid (PLA) and nanocelluloses
used in the development of composite films are discussed. Then, a summary of the state of
the art of the composite materials studied in this thesis is presented, followed by the general

proposal, objectives, and innovation of the work conducted.

In chapter 2 — Materials and methods — a detailed description of the materials and
methodologies used in the thesis for the production and characterization of nanocelluloses and
PLA composite films is provided. Firstly, the protocols used to obtain bacterial nanocellulose
and vegetal nanocellulose, along with their chemical modification through acetylation
reactions, are described. Then, the development of PLA-based composite materials with the
obtained nanocelluloses is detailed, including the drying and grinding of nanocelluloses,
preparation of masterbatches by solvent casting, and processing by intensive mixing followed
by compression molding, and cast extrusion. Finally, the characterization technigues applied

to both the nanocellulosic materials, and the obtained composite films are described.

In chapter 3 — Obtention and characterization of nanocelluloses — the results
corresponding to the production of native (non-chemically modified) nanocelluloses, which will
be used throughout the thesis for the development of polymer matrix composite materials are
summarized. These include bacterial nanocellulose isolated from a byproduct of Kombucha
production (BNC) and vegetal nanocellulose obtained from rice husk (VNC). The
morphological, structural, and thermal characterization of these nanocelluloses is also
covered, and compared with bacterial nanocellulose produced by a pure strain of
Komagataeibacter xylinus and with commercially sourced microcrystalline cellulose,

respectively.

In chapter 4 — Production and characterization of acetylated nanocelluloses — the results
of the acetylation of the nanocelluloses obtained in the previous chapter are described, a

reaction carried out to improve their compatibility with PLA. The results of the morphological,
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structural, and thermal characterization of both acetylated nanocelluloses (AcBNC and
AcVNC) are discussed and compared with the properties of their native counterparts.

In chapter 5 — Development of polylactic acid and nanocellulose composite films — the
results of the morphological, optical, and mechanical characterization of the composite films
based on PLA with different nanocellulose contents are presented and discussed. These films
were obtained by both intensive mixing followed by compression molding and cast extrusion.
In each case, three different strategies for incorporating nanocelluloses into the polyester were
implemented: i) direct mixing of dried and ground nanocelluloses with PLA pellets; ii)
preparation of masterbatches by solvent casting using native nanocelluloses (BNC and VNC)
and PLA as a preliminary step to melt compounding; and iii) production of masterbatches using
acetylated nanocelluloses (AcBNC and AcVNC).

In chapter 6 — Study of thermal, barrier and disintegration behavior of extruded composite
films— the results of thermal characterization, water vapour and oxygen permeability, and
disintegration under simulated laboratory composting conditions of the extruded films are

presented and discussed.

Finally, in chapter 7 — Conclusions — the general conclusions of the thesis are

summarized, and future studies derived from the present work are proposed.
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RESUMEN

En el presente capitulo se introducen los conceptos fundamentales relacionados con los
materiales desarrollados en esta tesis. Luego de una breve descripcion del contexto en el que
se inserta el trabajo realizado, se discuten las caracteristicas mas importantes del acido
polilactico (PLA) y de las nanocelulosas empleadas en la obtencién de los materiales
compuestos. Seguidamente se presenta un breve resumen del estado del arte de los
materiales compuestos en base a estos componentes que son el objeto de esta tesis, y

finalmente se expone la propuesta general, los objetivos y la innovacion del trabajo realizado.
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1.1 Contexto

En las ultimas décadas la demanda y la produccion de plasticos no biodegradables ha
generado multiples problemas ambientales debido a su persistencia y acumulaciéon en el
ambiente luego de ser descartados. Se ha reportado que desde 2016 se vierten entre 9y 23
millones de toneladas métricas de residuos plasticos por afio en rios, lagos y océanos, y que
una cantidad similar (entre 13 y 25 millones de toneladas métricas por afio) se libera en
entornos terrestres (MacLeod et al., 2021). A partir de la proyecciéon de las tendencias
actuales, se estima que estas tasas podrian duplicarse para 2025 (Borrelle et al., 2020). La
acumulacion de plasticos en el ambiente se debe principalmente a que la velocidad con la que
son generados supera la velocidad de biodegradacion y de transformacién por actividades
humanas (reciclado, incineracion, etc.). Debido a su durabilidad en la naturaleza, los plasticos
pueden persistir durante décadas o incluso siglos, lo que depende principalmente de sus
propiedades y de los diversos factores a los que son sometidos como la radiacion UV, la

temperatura, la actividad bioldgica y los esfuerzos mecanicos (Min, Cuiffi & Mathers, 2020).

Por otro lado, dado que el gas y el petrleo son las materias primas principales para la
fabricacién de plasticos, el agotamiento de estas reservas fésiles no renovables también
representa un problema, al que se suman las fluctuaciones de sus precios que impactan

directamente en los productos finales.

Todos estos factores han generado una creciente conciencia en la sociedad, que impulsa
el desarrollo de materiales alternativos mas sostenibles, competitivos en cuanto a sus
propiedades con los plasticos convencionales e, idealmente, de menor costo (Raquez,
Habibi, Murariu & Dubois, 2012; Thakur et al., 2014). Entre ellos merecen gran interés los
bioplasticos, que se refieren a plasticos biobasados (lo que significa que todos o algunos de
sus componentes provienen de fuentes naturales renovables); y/o biodegradables (es decir,
gue se degradan por la accién de microorganismos presentes en el ambiente de acuerdo con

determinados estandares).
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BIOBASADOS

BIOPLASTICOS
Por ej.: PE, PET, PA,
PTT biobasados

BIOPLASTICOS
Por ej.: PLA, PHA,
PBS, TPS

NO

BIODEGRADABLES BIODEGRADABLES

PLASTICOS
CONVENCIONALES
Por ej.: PE, PET, PP

BIOPLASTICOS
Por ej.: PBAT,
PCL

NO
BIOBASADOS

Figura 1.1. Clasificacion de bioplasticos de acuerdo con su origen y con su biodegradabilidad. PE:
polietileno; PET: polietileno tereftalato; PA: poliamida; PTT: politrimetileno tereftalato; PP:
polipropileno; PLA: acido polilactico; PHA: polihidroxialcanoatos; PBS: polibutileno succinato; TPS:
almidén termoplastico; PBAT: polibutileno adipato tereftalato; PCL: policaprolactona (adaptado de

European Bioplastics- Nova-Institute, 2024).

El diagrama de la Figura 1.1 esquematiza los conceptos antes mencionados, exhibiendo
la clasificacion de los materiales segun su origen (arriba o abajo) y seguin su biodegradabilidad
(derecha o izquierda). Los materiales basados en recursos fésiles no biodegradables quedan

excluidos de la denominacién de bioplasticos.

La demanda por el desarrollo de bioplasticos con mejores propiedades impulsa un continuo
crecimiento del mercado. Segun un estudio reciente, la produccion global de bioplasticos en
el afio 2023 fue de 2.18 millones de toneladas (Figura 1.2, European Bioplastics- Nova-

Institute, https://www.european-bioplastics.org/bioplastics). Sin embargo, los costos auln

elevados, las propiedades y los bajos rendimientos en la produccién de algunos bioplasticos
en comparacion con los plasticos tradicionales, aun limitan su participacion en el segmento

de los plasticos.

21


https://www.european-bioplastics.org/bioplastics

Universidad
E\l(‘}c(glt?illillllws 2024 Jimena Bovi

Biobasado/ no biodegradable Biodegradable
47.9% 521%
OTRO 1.1% B 31.0%PLA
PP 05% B 48% PHA
Total:
B PIT 135% 2 1 8 6.4% SCPC
PET 22% Millones de 09% PBS
toneladas ‘
PE 123% l 4.6% PBAT
PEF' 0.0% B 42% Celulosa
regenerada
B rPA 18.3%

Figura 1.2. Capacidad de produccién global de bioplasticos en 2023. PP: polipropileno; PTT:
politrimetileno tereftalato; PET: polietileno tereftalato; PE: polietileno; PEF: polietileno furanoato; PA:
poliamida; PLA: acido polilactico; PHA: polihidroxialcanoatos; SCPC: compuestos poliméricos que
contienen almidén; PBS: polibutileno succinato; PBAT: polibutileno adipato tereftalato (adaptado de

European Bioplastics- Nova-Institute, 2024).

Al igual que en el caso de los plasticos convencionales, el desarrollo de bioplasticos con
propiedades y costos mejorados muchas veces requiere de la mezcla con otros plasticos y/o
la incorporacion de aditivos, cargas y refuerzos. En este marco, la presente tesis plantea el
desarrollo de materiales compuestos biobasados y biodegradables por técnicas de
procesamiento en fundido utilizando insumos disponibles en nuestro pais. Con esta premisa
se seleccion6 como matriz un bioplastico comercial disponible en el mercado local (acido
polilactico -PLA- empleado para la extrusion de filamentos de impresién 3D) y como
nanocargas nanocelulosas que pueden obtenerse a partir de descartes o subproductos de la
industria alimentaria nacional. En las secciones siguientes se describen los conceptos basicos
y las caracteristicas fundamentales de los componentes de los materiales compuestos objeto
de esta tesis. Posteriormente se presenta el estado del arte del desarrollo de peliculas

compuestas de PLA y nanocelulosas microbianas y vegetales.
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1.2 Acido polilactico

Uno de los bioplasticos considerado como mas prometedor para sustituir a muchos
plasticos convencionales es el acido polilactico. EI PLA es un poliéster alifatico biobasado,
reciclable y biodegradable en condiciones de compostaje industrial que se produce a un precio
competitivo. Ademas, existen distintas variedades del poliéster, dando como resultado un
abanico de materiales que se pueden procesar por inyeccion, extrusion, soplado y
termoformado (Drumright, Gruber & Henton, 2000; Ren, Ren & Hong, 2007; Sawyer,
2003). ElI PLA se destaca por su elevada resistencia y rigidez, su caracter hidrofébico,
estabilidad a los rayos UV, transparencia y brillo (Jamshidian et al., 2010). La unidad
constitutiva del PLA es el &cido lactico (acido 2-hidroxipropiénico), una molécula quiral que
posee dos enantiomeros: L y D. Por este motivo, el polimero puede presentar distintos
estereoisomeros tales como el &cido poli-D-lactico (PDLA), el 4cido poli-L-lactico (PLLA) y el
acido poli-DL-lactico (PDLLA) (Savioli Lopes et al., 2012) (Figura 1.3).

e} H o] H 0
(a) \(lLOH \H‘\OH \!)I\OH
OH OH OH
Acido lactico  L-{+)-Lactico D-(-)-Lactico

CH; [ O] CHs

Ho%‘}\”/’o\L‘?)L‘O/(SH/OH PDLA
(b) oL ¢cH;)s O
CH; [ 9] CHs
_lo : CH
Ho/@\lr \i’d\o @) PLLA
OL CHs |y (o]

Figura 1.3. Estructura quimica de (A) enantibmeros del acido lactico y

(B) estereoisdmeros de PLA.

El 4cido lactico puede obtenerse mediante la conversion de distintos carbohidratos por la
accioén de bacterias del género Lactobacillus. La produccién fermentativa de 4cido lactico ha
recibido mucha atencion debido a su bajo costo e impacto ambiental y a la pureza de los
enantiomeros formados (Lunelli et al., 2010). La posterior polimerizacion del acido lactico

puede lograrse a través de dos tipos de reaccion por condensacion directa o por formacion
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del dimero intermediario ciclico lactida (Mohanty, Misra & Hinrichsen, 2000; Sawyer et al.,
2003), (Figura 1.4).

CHs 0 CHy 0
: O\uj\ }’WO\)\
Condensacion HO/Y Y Q Y Opoly
directa : E
o CH5 0 CHy
H Agente de acoplamiento de cadena

HAC ¥ Polimero de bajo peso molecular

e OH Mw= 1000-5000

g

HO L!? CHy o] CH, o}
o y Deshidratacion por condensacion azeotropica T g
Acido (L)- lactico | ~ : O, - O\)]\

CHa H'D/Y -~ ™0 _, OH
Hy_} 2H,0 i i
/C"-C }OH O CHj 0] CHy
HO I Polimero de bajo peso molecular
Mw> 100000
Acido (D)-
lactico
Polimerizacion
por formacion

||||ﬂ

L o]
de la lactida '= O% O *QHB
Opoly => ':|3 C~=H — Polimerizacién por
H ;; Y Hm C\ | apertura del anillo
c': CH,
Polimero de bajo peso molecular Lactid
Mw= 1000-5000 actida

Figura 1.4. Rutas de sintesis del PLA (adaptado de Ashothaman et al., 2023).

La condensacion directa del 4cido lactico fue utilizada por primera vez en el afio 1932 por
el quimico Wallace Carothers, y el proceso fue patentado por la empresa DuPont (Estados
Unidos) afios después. Esta reaccién se realiza en una atmosfera de alto vacio a temperaturas
gue propicien la eliminacion del agua producida en la condensacion. El proceso se da en tres
etapas: eliminacion del agua libre, policondensacion del oligdbmero y condensacion del PLA
de alto peso molecular. La segunda etapa es el paso determinante de la velocidad de la
reaccion quimica, y normalmente depende del catalizador empleado. El polimero resultante
es un material de peso molecular bajo o intermedio, por lo que esta reaccién no se utiliza para
la produccién de PLA a gran escala (Tsuji, 2011). Por otro lado, el proceso de formacion de
la lactida se da en medio sin disolventes y el dimero intermediario ciclico producido es
purificado por destilacion. Este proceso de tres pasos que incluye policondensacion,
despolimerizacion y polimerizacion de apertura de anillo, da como resultado cadenas de PLA

de mayor peso molecular. Ademas, ajustando las temperaturas, el tiempo y el tipo y
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concentracion del catalizador, es posible controlar la secuencia y proporcion de cada
enantiomero en el polimero obtenido (Tsuji, 2011).

Existen multiples variantes de PLA con caracteristicas distintas que dependen de su peso
molecular, estructura y cristalinidad. Las propiedades mecéanicas del PLA estan influenciadas
por su estructura cristalina. A medida que aumenta la cristalinidad del PLA y se reduce la
movilidad de las cadenas moleculares, la elongacién a la rotura del material disminuye,
mientras que la resistencia a la traccién y el médulo aumentan. En general, el PLA presenta
valores de resistencia a la traccion similares y un médulo ligeramente superior al polietileno
tereftalato (PET) (Armentano et al., 2015; Wu et al., 2023; Zhou et al., 2021).

Otra particularidad importante del PLA es su biodegradabilidad. La biodegradacion se
define como un proceso en el cual un material se descompone debido a la accién enzimatica
de microorganismos tales como bacterias, hongos y algas. Los productos resultantes de este
proceso incluyen diéxido de carbono, biomasa y agua en condiciones aerébicas, o metano en
condiciones anaerdbicas. La descomposicion organica puede ocurrir en diversos entornos
incluyendo suelos, areas de compostaje, plantas de tratamiento de aguas y ambientes
marinos (Bastioli, 2005). Este proceso puede ser propiciado por reacciones abibticas tales
como la fotodegradacion, oxidacion e hidrélisis por factores ambientales. Es por este motivo
gue no solo depende de la biodegradabilidad de los materiales y de que sus enlaces quimicos
sean reconocidos por enzimas, sino también de las condiciones ambientales en las que se
encuentran (Bastioli, 2005). En el caso del PLA, la biodegradacion ocurre generalmente en
dos etapas: en primer lugar, se da la escision aleatoria no enzimatica de la cadena de grupos
éster, reduciendo el peso molecular del polimero. Luego, los fragmentos se reducen alin mas
hasta llegar a acido lactico u otros oligbmeros, que son posteriormente metabolizados por
microorganismos hasta la mineralizacién parcial o completa. La velocidad de degradacién
depende, ademas, de la temperatura, el pH y la humedad del ambiente. En general, se
necesitan temperaturas superiores a 50°C y una humedad elevada para acelerar la
degradacioén por hidrélisis de la cadena polimérica, por lo que el PLA solo es degradable en
condiciones de compostaje industrial (a 58°C) y por digestion anaerébica (Jamshidian et al.,

2010; www.bio-based.eu/graphics).

En cuanto a las aplicaciones principales del PLA sus propiedades lo vuelven un material
especialmente atractivo para envoltorios, envases de alimentos y vajilla de un solo uso, bolsas
de residuos (Cai, Hu & Ren, 2016; Muller, Gonzalez Martinez & Chiralt, 2017), y materiales
biomédicos tales como implantes ortopédicos, injertos vasculares, vendajes, suturas, y

dispositivos para la administracion de farmacos (Taib et al., 2023). Sin embargo, el PLA es
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un material relativamente fragil y de baja tenacidad, lo que puede restringir su empleo en
algunas aplicaciones. Ademas, presenta baja estabilidad térmica, capacidad limitada de
cristalizacion y permeabilidad a ciertos gases y al vapor de agua (Farah, Anderson & Langer,
2016; Lima de Albuquerque et al., 2021; Ljungberg & Wesslen 2002; Raquez et al., 2012).
En los dltimos afios, se han llevado a cabo numerosas investigaciones enfocadas a mejorar
las propiedades del PLA mediante el agregado de modificadores, cargas y refuerzos de

distinta naturaleza.

1.3 Nanocelulosas

Segun la norma ISO/TS 20477: 2017 “Nanotechnologies - Standard terms and their
definition for cellulose nanomaterial”, las nanocelulosas (también llamadas nanomateriales
celuldsicos) comprenden los materiales compuestos predominantemente por celulosa con
alguna de sus dimensiones externas en la nanoescala. Esta definiciébn también incluye a los

materiales celuldsicos con estructura interna o superficial en la nanoescala.

1.3.1 Celulosa

La celulosa es el biopolimero mas abundante en la naturaleza ya que constituye el material
estructural primario de las plantas superiores, representando entre un 15% y un 30% del peso
seco de las paredes celulares vegetales. Ademas, es sintetizada por ciertas especies de
algas, animales marinos conocidos como tunicados y varios géneros de bacterias (Habibi,
Lucia & Rojas, 2010; Moon et al., 2011). La madera es la fuente de celulosa mas abundante
y es la mas utilizada por las industrias de pasta y papel y embalaje. Los materiales tipicos
obtenidos son la pulpa de Kraft blanqueada y la pulpa de disolucion (utilizada para la
produccion de productos de celulosa regenerada como el rayén). Al igual que la madera de
los arboles, las plantas también son una fuente abundante de celulosa. En las Ultimas décadas
se han estudiado una amplia variedad de materiales vegetales como fuente para la extracciéon
de celulosa incluyendo algodén, ramio, sisal, lino, etc. Por otro lado, resulta especialmente
interesante la posibilidad de aislar la celulosa, y luego nanocelulosa, a partir de residuos
agroindustriales. Los mismos incluyen una amplia variedad de materiales como tallos, hojas,
cascaras, cortezas, vainas, semillas y rastrojos, provenientes de cereales, café, cacao, té,

frutas, legumbres, algodon, palma aceitera, entre otros (Singh et al., 2009). Estos residuos
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se generan en grandes cantidades en todo el mundo y representan una fuente abundante,
economica y facilmente accesible de biomasa lignocelulésica. Sin embargo, solo una fraccion
se utiliza como alimento animal o combustible para hogares, mientras que una parte
considerable se quema en los campos contribuyendo a la contaminacién ambiental (Kalia et
al., 2011).

Por otro lado, varias especies de algas también contienen celulosa dentro de la pared
celular. Algunas de las especies mas estudiadas son Micrasterias denticulata, Micrasterias
rotate, Valonia, Caldophora y Boergesenia. Los tunicados son los Gnicos animales conocidos
por producir celulosa contenida en una matriz de proteinas. Algunas de las especies mas
estudiadas son Halocynthia roretzi, Halocynthia papillosa y Metandroxarpa uedai.
Adicionalmente, en determinadas condiciones de cultivo, algunas especies de bacterias

pueden producir celulosa en forma de nanocintas (Moon et al., 2011).

La celulosa fue aislada por primera vez de fuentes vegetales por el quimico francés
Anselme Payen en 1839, y su estructura polimérica se determiné en la década del 20
(Henriksson, Henriksson, Berglund & Lindstrom, 2007; lwamoto, Nakagaito & Yano,
2007). La celulosa esta compuesta por moléculas de anhidroglucosa (CsH100s) unidas por
enlaces glucosidicos B 1-4 (Moon et al., 2011). La unién de dos moléculas de anhidroglucosa
da lugar a una molécula de celobiosa, que constituye la unidad repetitiva de la celulosa
(Figura 1.5a). Aquellos grupos hidroxilo (-OH) que no estan involucrados en los enlaces (3, se
encuentran disponibles para la formacion de enlaces puentes de hidrogeno intra e

intermoleculares o para su funcionalizacién (Figura 1.5b).

Las moléculas de celulosa se unen mediante enlaces puente de hidrégeno conformando
fibrillas elementales, las cuales forman a su vez microfibrillas por el mismo tipo de enlace
(Habibi, 2014; John & Thomas 2008; Klemm et al., 2005; Moon et al., 2011). El grado de
polimerizacion, que suele expresarse en términos de moléculas de anhidroglucosa, varia
dependiendo de la fuente de obtencién de la celulosa y de las metodologias de aislamiento
utilizadas, pudiendo disminuir notablemente debido a la escision de las cadenas poliméricas
(Khalil, Bhat & Yusra, 2012; Klemm et al., 2005).
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Figura 1.5. (A) Estructura de la celobiosa y (B) formacién de enlaces puente de hidrogeno
intramoleculares (linea punteada azul) e intermoleculares (linea punteada roja) en la celulosa
(adaptada de Jaffar et al., 2022).

Los enlaces puente de hidrégeno en la celulosa desempefian un rol clave en su solubilidad
(limitada en la mayoria de los solventes), en la reactividad de los grupos -OH, en su
cristalinidad y en sus propiedades mecanicas. Las areas hidrofébicas de la celulosa (alrededor
de los atomos de carbono) también influyen en sus propiedades generales (Heinze &
Koschella, 2005). La presencia de grupos -OH libres confiere una gran versatilidad al material
para adquirir nuevas funcionalidades mediante modificaciones quimicas superficiales o
completas, como reacciones de esterificacion, eterificacién, oxidacién, injertos, entre otras
(Ghasemlou et al., 2021).

Los enlaces puente de hidrégeno intra e intermoleculares de la celulosa dan lugar a su
empaguetamiento cristalino, confiriendo a las cadenas un arreglo tridimensional altamente
ordenado. Ademas de estas regiones cristalinas, la celulosa posee otras regiones menos
ordenadas denominadas amorfas (John & Thomas, 2008; Moon et al., 2011). Mediante el
empleo de técnicas de caracterizacion como la difraccion de rayos X y la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de *C en estado sélido, se han identificado cuatro alomorfos
distintos de la celulosa, cada uno caracterizado por un patron especifico de enlaces de

hidrégeno que unen las cadenas poliméricas y determinan la geometria de las celdas
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cristalinas resultantes. Estos alomorfos se denominan celulosa |, II, 1l y 1V, siendo la celulosa
| el m&s comun en la naturaleza. A su vez, la celulosa | estda compuesta por una mezcla de
dos estructuras cristalinas con configuraciones distintas, conocidas como celulosa la
(triclinica) y IB (monoclinica). En la fase triclinica cada unidad de celda contiene una cadena
paralela, mientras que en la fase monoclinica hay dos cadenas independientes paralelas por
unidad de celda (Dufresne, 2018). La proporcién relativa de celulosa la y IB varia segun el
organismo; por ejemplo, la celulosa bacteriana y la proveniente de algas es
predominantemente celulosa la, mientras que en las plantas superiores y en los tunicados
predomina la celulosa IB. Por otro lado, la celulosa Il puede obtenerse a partir de la celulosa |
mediante un proceso de mercerizacion o mediante la regeneracion de celulosa a partir de una
disolucion previa. En cuanto a las celulosas lll y IV, pueden obtenerse a partir de las celulosas
I y ll, respectivamente, mediante el tratamiento con amoniaco liquido en una reaccion
reversible (Park et al., 2010).

El comportamiento mecanico de la celulosa depende del polimorfo de celulosa presente,
asi como de su contenido cristalino y amorfo. Nishino et al. (1995) midieron mediante
difraccién de rayos X el modulo elastico de las regiones cristalinas de los polimorfos de
celulosa en direccion paralela al eje de la cadena, determinando valores de 138 GPa y 88

GPa para la celulosa | y I, respectivamente (Nishino, Takano & Nakamae, 1995).

Como ya se menciond, los métodos de aislamiento de la celulosa pueden tener un impacto
significativo en la estructura y en las propiedades finales del polimero. En el caso de la
celulosa aislada de la pared celular de células vegetales, por ejemplo, este polimero se
encuentra integrado a una matriz de hemicelulosa y lignina, y se requieren distintos métodos
de purificacion para lograr la eliminaciéon total o parcial de estos componentes. Los
tratamientos empleados pueden incluir etapas fisicas, como la disrupcién mecanica realizada
mediante molienda, corte, trituracion, pulverizacion; y/o etapas quimicas, como tratamientos
con alcalis, acidos diluidos, agentes oxidantes, solventes organicos, etc. (Lee, Hamid & Zain,
2014). Entre los enfoques dirigidos a la hidrélisis de las hemicelulosas, se pueden realizar
tratamientos con alcalis (KOH, NaOH). El proceso de blangueo (con H20; NaClO,,
CH3COOH) se lleva a cabo para disolver los componentes de lignina. Si es necesario eliminar
pectinas y componentes cerosos, también se pueden realizar pasos de purificacién previos
con agua caliente y extracciones con diferentes solventes o sistemas de solventes. Algunos
de ellos pueden ser mezclas que contienen hexano/etanol/agua, benceno/metanol o
tolueno/etanol (Kian et al., 2019; Sharma & Bhardwaj, 2019). En el caso de la celulosa de
origen bacteriano, suelen emplearse tratamientos alcalinos a fin de remover el medio de

cultivo y los restos celulares, y también pueden estar acomparnados de métodos de disrupcion
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mecanica o quimica. En general, se busca que los métodos de aislamiento de celulosa sean

rentables, minimicen la produccion de residuos peligrosos, tengan bajos requerimientos de

energia y conserven la estructura del material.

1.3.2 Nanomateriales celulésicos

Si bien la celulosa y sus derivados se conocen hace mas de 150 afios, en las Ultimas

décadas ha habido un interés renovado por este polimero a partir del conocimiento de que las

fibras de celulosa vegetal estan constituidas por elementos de mucho menor tamafio que en

condiciones adecuadas se pueden aislar para dar lugar a nanomateriales innovadores.

Tabla 1.1. Definicion y caracteristicas principales de las nanofibrillas y los nanocristales de celulosa

de acuerdo con la norma ISO/TS 20477: 2017 “Nanotechnologies - Standard terms and their definition

for cellulose nanomaterial”.

Tipo de
nanocelulosa

Definicion

Caracteristicas principales

Nanofibrillas de
celulosa (CNF)

Nano-objetos con dos
dimensiones externas similares
en la nanoescala y una tercera

dimensidn significativamente
mayor, compuestos de celulosa
con al menos una fibrilla
elemental. Contienen regiones
cristalinas, paracristalinas y

amorfas.

Relacion de aspecto > 10. Pueden
contener separaciones
longitudinales, entrelazamientos
entre particulas o estructuras
similares a redes. Seccion
transversal tipica de 3-100 nmy

longitud de hasta 100 micrones.

Nanocristales de
celulosa
(CNC)

Nano-objetos con estructura
cristalina compuesta de celulosa
con al menos una fibrilla
elemental. Contienen
predominantemente regiones

cristalinas y paracristalinas.

5 <relacion de aspecto< 50.
Generalmente no exhiben
separaciones longitudinales ni
entrelazamientos entre particulas
ni estructuras similares a redes.
Seccibn transversal tipica de 3-50
nm y longitud entre 100 nm y

varios micrones.
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Como se mencioné al comienzo de la seccion 1.3, recientemente se public6 una norma
sobre la terminologia estandarizada para denominar a las nanocelulosas (ISO/TS 20477: 2017
“‘Nanotechnologies - Standard terms and their definition for cellulose nanomaterial”). Dentro
de la definicion de nanocelulosa o nanomateriales de celulosa se distinguen dos grandes
grupos que son las nanofibrillas de celulosa (CNF por sus siglas en inglés), también
denominadas algunas veces en la literatura nanofibras de celulosa; y los llamados
nanocristales de celulosa (CNC por sus siglas en inglés), también denominados

frecuentemente nanowhiskers de celulosa (Tabla 1.1).

La Figura 1.6 presenta un esquema simplificado de la estructura de las nanofibrillas y los
nanocristales de celulosa. En las nanofibrillas de celulosa existen regiones donde las cadenas
de celulosa estan dispuestas en una estructura altamente ordenada (cristalina), y otras menos
ordenadas (regiones paracristalinas y amorfas) (Figura 1.6a). La estructura y distribucion de
estos dominios dentro de las nanofibrillas de celulosa depende de la fuente. La hidrélisis acida
permite aislar dichos dominios cristalinos dando lugar a nanocristales (Figura 1.6b). En
general, el proceso de hidrolisis se lleva a cabo con una concentracion de acido (tipicamente
sulfarico) del 60-65%, una temperatura de reaccion de 40-50°C y un tiempo en el rango de 30
a 60 minutos. Ademas, se han desarrollado protocolos para la obtencién de nanocristales de

celulosa mediados por enzimas (Khalil et al., 2012; Moon et al., 2011).

(@) Cadenas de celulosa Regiones desordenadas

| 100nm |

(b) Nanocristales de celulosa

—_—

Regiones cristalinas
RS
S

e

Figura 1.6. Esquema de (A) nanofibrillas de celulosa idealizadas, constituidas por dominios

amorfos y cristalinos, y (B) nanocristales de celulosa (adaptado de Moon et al., 2011).
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1.3.2.1 Nanocelulosa bacteriana

La nanocelulosa bacteriana (BNC) es sintetizada en forma de nanofibrillas de celulosa
como metabolito primario extracelular por ciertas bacterias. Entre los géneros bacterianos
productores de BNC se encuentran Acetobacter, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium,
Alcaligenes, Azotobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella y Sarcina (Charreau,
Cavallo & Foresti, 2020). Entre ellos, la cepa productora mas prolifica y ampliamente
estudiada es Acetobacter xylinum, ahora reclasificada y conocida como Komagataeibacter
xylinus (Yamada, 2014). En general, se trata de bacterias aerdbicas acido-acéticas que
pueden crecer a pH bajo. Se cree que las moléculas de celulosa se sintetizan dentro de la
célula, formando protofibrillas de 2-4 nm de didmetro que se agrupan extracelularmente en
microfibrillas, éstas en haces y luego en nanocintas de 30 a 80 nm de ancho y varios micrones
de longitud (Figura 1.7).

RXXAY
X

X B
it

Figura 1.7. Micrografia electrénica de barrido de la superficie de una pelicula de nanocelulosa

bacteriana (adaptada de Iguchi, Yamanaka & Budhiono, 2000).

En condiciones de cultivo estatico, estas hanocintas se superponen y entrelazan formando
una estructura reticulada densa en la interfaz aire-medio de cultivo del fermentador (conocida
como pelicula o0 membrana) estabilizada por enlaces de hidrégeno y conteniendo hasta un
99% de agua. En fermentaciones agitadas, las nanocintas de celulosa bacteriana se
interconectan con menos frecuencia formando granulos, estructuras estrelladas y filamentos
fibrosos dispersos en el medio de cultivo, en lugar de una membrana continua (Iguchi,
Yamanaka & Budhiono, 2000; Vazquez et al., 2015). La raz6n exacta por la que las bacterias

generan nanocelulosa no esti clara, pero se ha sugerido que podria servir como un
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mecanismo para mantenerse cerca de la superficie aireada del medio de cultivo, para
protegerlas de la radiacion ultravioleta y para actuar como una barrera contra hongos y iones
de metales pesados.

La nanocelulosa microbiana presenta una estructura nanofibrilar Unica que le confiere
extraordinarias propiedades fisicas y mecanicas (Miyashiro, Hamano & Umemura, 2020).
Ademas, se caracteriza por un alto grado de polimerizacion, cristalinidad y elevada pureza
(Vazquez et al., 2015). El rendimiento de la produccién de BNC depende principalmente de
la cepa utilizada y de las condiciones de cultivo, como la temperatura, el suministro de oxigeno
y la composicién del medio, incluyendo la fuente de carbono. La biosintesis de BNC es un
proceso multietapa precisamente regulado que implica numerosas enzimas y complejos
proteicos. Aunque la glucosa ha sido la fuente de carbono mas comunmente utilizada, los
costos asociados con la produccion a gran escala han impulsado la busqueda de sustratos
alternativos, principalmente residuos agroforestales, alimentarios e industriales (Andriani,
Apriyana & Karina, 2020).

Ademads de cultivarse a partir de cepas puras de las bacterias productoras, la BNC puede
obtenerse a partir de la "nata de coco", un postre tradicional filipino apreciado por su textura
y sabor delicado. EI mismo se produce mediante la fermentacién del agua de coco, que da
como resultado la formacién de una capa gelatinosa comestible en la superficie del liquido
gue contiene las nanocintas de celulosa. Asimismo, puede obtenerse como subproducto de
la elaboracion de Kombucha, una bebida ancestral ligeramente acida y con bajo contenido
alcoholico que se produce mediante la fermentacién del té -cominmente té negro o verde-
llevada a cabo por un cultivo simbiético de bacterias y levaduras conocido como SCOBY por
sus siglas en inglés (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeasts). Aunque su composicion
puede variar, las bacterias del &cido acético, del acido lactico y las levaduras, son sus
principales componentes (Andreson et al., 2022). Durante la fermentacion, las levaduras
transforman los azlcares en etanol, mientras que las bacterias del acido acético convierten el
etanol y los azlcares restantes en acidos organicos como el acido acético, acido glucénico y
acido glucurénico (Laavanya, Shirkole & Balasubramanian, 2021). En paralelo, ciertas
bacterias especificas producen nanocelulosa en la superficie del recipiente de fermentacion,
con caracteristicas similares a la que se obtiene empleando cepas aisladas de K. xylinus, pero
en condiciones menos demandantes. El mercado de la Kombucha esta experimentando un
crecimiento particularmente rapido en la categoria de bebidas funcionales. En 2021, este
mercado alcanzo6 los 2200 millones de délares y se proyecta que superara los 5000 millones
de ddlares para 2025, y mas de 13000 millones de délares para 2030 (Andreson et al., 2022;

Kim & Adhikari, 2020; https://www.acumenresearchandconsulting.com/Kombucha-market).
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Este aumento en el consumo de Kombucha a nivel mundial se relaciona con la creciente
demanda de bebidas funcionales orgénicas. Ademas, se le atribuyen numerosos efectos
terapéuticos (promocién de la excrecién de toxinas y aquellos relacionados con las
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias y antihipertensivas de la bebida)
aunque aun no han sido completamente respaldados por evidencia clinica (Dima et al. 2017;
Dutta & Paul, 2019; Jayabalan et al., 2014).

1.3.2.2 Nanocelulosa vegetal

A partir de la celulosa de origen vegetal pueden obtenerse tanto nanocristales como
nanofibrillas de celulosa. Como se mencioné en la seccién 1.3.2 los nanocristales se obtienen
mayormente por hidrolisis acida de la fuente de celulosa. En cuanto a las nanofibrillas de
celulosa, que seran el motivo de esta seccion por ser la nanocelulosa vegetal empleada en
esta tesis, las mismas pueden ser obtenidas a partir del tratamiento mecanico intensivo de la
fuente de celulosa. La desfibrilacion mecénica del material celuldsico se puede llevar a cabo
por distintos métodos, como por ejemplo la homogeneizacién de alta presion, la
microfluidizacién, la molienda por friccion y los tratamientos con ultrasonido de alta intensidad,
entre otros (Figura 1.8). Estas técnicas de procesamiento producen cambios irreversibles en

la morfologia y el tamafio de las fibras (Ghasemlou et al., 2021).

Durante la homogeneizacion (Figura 1.8a), una suspension acuosa de celulosa es
bombeada a alta presion y forzada a pasar a través de un pequefio espacio, sometiendo al
material a fuerzas de cizallamiento e impacto que provocan la desfibrilacién (Nakagaito,
Iwamoto & Yano, 2005). Esta es una de las técnicas mas comunmente utilizadas para la
desfibrilacion mecanica y suele requerir multiples pasadas por el homogeneizador para lograr
el grado de desfibrilacion deseado. Sin embargo, el aumento de la viscosidad del medio puede
incrementar la demanda energética y provocar obstrucciones. La cantidad de pasos por el
homogeneizador necesarios varia segun la fuente de extraccién y la concentracion de
celulosa en la pulpa, con un limite maximo para evitar la pérdida de su integridad fisica
(Nakagaito et al., 2005).

34



Universidad
;\l(;}}‘j‘l:]ill;lllllf'h 2024 Jimena Bovi

Suspension Nanofibrillas de .
2 ‘) 2 Suspension a de celulosa celulosa )’."3,
7, decelulosa ONAY Bomba de B2 ]
A ‘ B oM alta presion 4‘
J =
i Asiento de valvula u
Camara de
‘ boquilla Intercambiador
= de calor
Anillo de impacto 1
A
o\ Camara de interaccion
(S ¥ W Suspension en forma de Z del
;f"f-!.“ -3’% de celulosa microfluidizador
g X

3,
Microfluidizacién LA
Nanofibrillas de celulosa

Homogeneizacién de alta presion

Sonda ultrasénica

Suspension
de celulosa
c - D
JJ’ 0 Piedra de moler -
_/ o \— - - Nanofibrillas de celulosa

e O

N S WA J 4 Ve Yy

R =z Lo -

Nanofibrillas de celulosa Nanofibrillas de celulosa
-
Piedra de moler
Molienda por friccién Ultrasonicacion de alta intensidad

Figura 1.8. llustracién esquematica de los procesos tipicos de (A) homogeneizacién de alta
presion, (B) microfluidizacién (C) molienda por friccién y (D) ultrasonicacién de alta intensidad para

producir nanofibrillas de celulosa (adaptado de Ghasemlou et al., 2021).

Otra alternativa es el uso de un microfluidizador (Figura 1.8b). El principio de esta técnica
consiste en hacer pasar la suspension de celulosa a través de una camara delgada con una
geometria especifica (por ejemplo, en forma de Z o Y) con un ancho de orificio nanométrico.
Al aplicar alta presion, se logra la fibrilacion de la celulosa debido a las fuerzas de corte y el

impacto de la suspensién contra las paredes del canal (Ghasemlou et al., 2021).

Otra opcién es la molienda por friccion (Figura 1.8c) en la que se emplean molinillos
comerciales. En estos equipos, la suspension de celulosa se hace pasar entre una piedra de
molienda estética y otra piedra de molienda giratoria que puede alcanzar las 1500 rpm. Las
fuerzas de corte generadas rompen los enlaces de hidrégeno que unen las nanofibrillas de la
pulpa permitiendo su individualizacion. Una ventaja de esta técnica es que la distancia entre
las piedras abrasivas se puede ajustar y evitar asi problemas de obstruccion (Khalil et al.,
2012).
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Por ultimo, la ultrasonicacién de alta intensidad (Figura 1.8d) es un proceso mecanico en
el que se utiliza energia oscilante para aislar a las nanofibrillas de celulosa mediante fuerzas
hidrodinAmicas de ultrasonido. Durante este proceso, la cavitacion produce una energia
mecanica oscilante y, por lo tanto, ondas de alta intensidad que provocan la formacion,
expansion e implosion de burbujas de gas microscépicas (Chen et al., 2011).

La gran demanda energética y el tiempo necesarios para la obtencién de nanofibrillas de
celulosa mediante estos tratamientos mecanicos dificultan y encarecen su escalado. Es por
este motivo que se han implementado pre-tratamientos quimicos como por ejemplo la
oxidacion superficial selectiva utilizando TEMPO como catalizador (Saito et al., 2006) o la
carboximetilacion (Eyholzer et al., 2012), que introducen cargas en la superficie de la celulosa
para generar fuerzas repulsivas facilitando asi la desfibrilacion (Aulin et al., 2013;
Liimatainen et al., 2014). También se han estudiado pre-tratamientos enzimaticos con
celulasas, celobiohidrolasas y endoglucanasas para reducir la demanda energética del
proceso mecanico posterior (Henriksson et al., 2007; Paakko et al., 2007; Siqueira, Bras &
Dufresne, 2010; Sir6 & Plackett, 2010). Algunas investigaciones han propuesto también
tratamientos con acido clorhidrico (HCI) para facilitar la fibrilacion mecanica (Delgado, 2020;
Zuluaga et al., 2009).

Independientemente de su origen, o de si se trata de nanofibrillas o nanocristales de
celulosa, las nanocelulosas se han utilizado ampliamente como refuerzo en materiales
compuestos incluyendo aquellos de matriz de acido polilactico que se tratan en la siguiente

seccion.

1.4 Compuestos de acido polilactico y nanocelulosa

Un material compuesto puede definirse como aquel en el que dos o0 mas materiales de
distinta naturaleza quimica se combinan en una estructura multifasica para dar lugar a un
nuevo material con propiedades macroscopicas distintas a las de los materiales de partida.
Estan constituidos por una fase continua denominada matriz y, otra fase discontinua o
dispersa embebida en ella. Segun la naturaleza de la fase dispersa, los materiales
compuestos pueden clasificarse en fibrosos (reforzados con fibras tanto naturales como
sintéticas); laminados o particulados. En un material compuesto la matriz es la responsable
de proporcionar resistencia térmica y cohesion, y de transmitir los esfuerzos a la fase

discontinua. Las matrices pueden ser inorgéanicas (minerales o metales) u organicas
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(polimeros). Estas ultimas son ampliamente utilizadas por la industria automotriz, aeronautica,
aeroespacial, naval, electrénica y de la construccién debido a su baja densidad, entre otras
caracteristicas (Ibrahim et al., 2021).

En el contexto de la busqueda de materiales mas sostenibles, en las Ultimas décadas se
han desarrollado materiales compuestos con diversas matrices bioplasticas, como por
ejemplo el PLA. Para esto, se han explorado mezclas de PLA con varios polimeros y
compuestos de bajo peso molecular como plastificantes, ademas del desarrollo de materiales
compuestos mediante la adicion de cargas minerales como arcillas, silice y talco para reducir
costos o mejorar el rendimiento (Wu et al., 2023). También se ha analizado el uso de refuerzos
organicos, siendo los de naturaleza celuldsica los mas estudiados debido a sus numerosos
atributos relacionados con su biodegradabilidad, naturaleza no téxica, amplia disponibilidad y
caracter renovable, ligereza, rigidez y resistencia, entre otros (Klemm et al., 2011;
Vatansever, Arslan & Nofar, 2019). En particular, se ha reportado ampliamente el uso de
nanofibrillas de celulosa tanto bacteriana como de origen vegetal, segun se resume en la

siguiente seccion.

1.4.1 Estado del arte especifico

El desarrollo de nanocompuestos de PLA y nanofibrillas de celulosa se considera
prometedor para mejorar las propiedades del polimero (Abdulkhani et al., 2014; Herrera,
Mathew & Oksman, 2015; Joonobi et al.,, 2010; Okubo, Fujii & Yamashita, 2005;
Petersson, Kvien & Oksman, 2007; Sanchez-Garcia, Gimenez & Lagaron, 2008;
Suryanegara, Nakagaito & Yano, 2009). Los materiales compuestos basados en PLA y
nanofibrillas de celulosa bacteriana y vegetal han sido obtenidos mediante diversas técnicas
de procesamiento tales como evaporacion de solvente (Abdulkhani et al., 2014; Almasi et
al., 2015; Avila Ramirez et al., 2019; Avila Ramirez et al., 2020: Bulota et al., 2012; Liu et
al., 2010; Tingaut, Zimmermann & Lopez-Suevos, 2010); mezclado intensivo (Johari et al.,
2016; Jung et al., 2020; Panaitescu et al., 2017; Ruz-Cruz et al., 2022; Tomé et al., 2011);
extrusion (Blaker et al., 2014; Jonoobi et al., 2010; Jonoobi et al., 2012; Lee et al., 2009;
Luddee et al., 2014; Robles et al., 2015; Virtanen et al., 2016); impregnacion (Quero et al.,
2010; Urbina et al., 2016); y mezclado con rodillos (Frone et al., 2013; Iwatake et al., 2008;
Suryanegara et al., 2009), entre otras. En muchos casos la bibliografia del tema reporta la
implementacion de distintas modificaciones quimicas aplicadas sobre las nanofibrillas de

celulosa con el fin de compatibilizarlas con el PLA, tales como esterificacion con &cidos grasos
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(Almasi et al., 2015; Lee et al., 2009), introduccién de grupos silano (Somord et al., 2018),
y acetilacion (Avila Ramirez et al., 2019; Avila Ramirez et al., 2020; Bulota et al., 2012;
Tingaut et al., 2010), entre otros.

En la mayoria de las contribuciones del tema se reportaron mejoras en las propiedades
mecéanicas de los compuestos con nanofibrillas de celulosa respecto del PLA puro,
principalmente aumentos en la rigidez (20-100%) y la resistencia (20-315%) para
concentraciones de nanocelulosa de 0.5-20.0% (p/p) (Bulota et al., 2012; Panaitescu et al.,
2017; Quero et al., 2010; Tomé et al., 2011; Urbina et al., 2016). Si bien existe bibliografia
gue reporta aumentos en la ductilidad de las peliculas de PLA como consecuencia del
agregado de nanocelulosas (Abdulkhani et al., 2014; Bulota et al., 2012; Johari et al., 2016;
Jung et al., 2020; Robles et al., 2015), normalmente la introduccion de las nancfibrillas
conduce a una disminucion de la ductilidad de los compuestos debido a la restriccion a la
deformacion plastica de la matriz impuesta por un refuerzo mas rigido (Fortunati et al., 2012;
Jonoobi et al., 2012; Kale et al., 2018; Ren et al., 2023).

Por otro lado, en la mayoria de las contribuciones se observaron aumentos en la
cristalinidad del PLA tras el agregado de nanofibrillas de celulosa, ya que las mismas actuaron
como agentes de nucleacién promoviendo el crecimiento de cristales en el PLA. En muchos
casos se han relacionado estos aumentos en la cristalinidad con mejoras en las propiedades
mecanicas y de barrera de los compuestos (Abdulkhani et al., 2014; Blaker et al., 2014;
Johari et al., 2016; Luddee et al., 2014; Panaitescu et al., 2017).

Especificamente respecto de las nanofibrillas de celulosa utilizadas en esta tesis, hasta el
momento, la literatura sobre el uso de nanocelulosa recuperada de subproductos de la
elaboracion de Kombucha para desarrollar materiales compuestos de matriz de PLA es
sumamente limitada. Ademas, la misma se restringe a nanocelulosas secas y molidas
incorporadas como polvos en los que las particulas no conservan sus dimensiones
nanomeétricas caracteristicas, sino que se encuentran en forma de agregados de mucho mayor
tamafo. Recientemente, Arteaga-Ballesteros et al. (2020) desarrollaron compuestos de PLA
con diferentes contenidos de nanocelulosa de Kombucha seca, molida y tamizada por
extrusion utilizando anhidrido maleico como compatibilizador. Los compuestos, en los que la
nanocelulosa se encontraba en forma de agregados de varios cientos de micrones, mostraron
un aumento en la cristalinidad del material con el contenido de nanocelulosa y reducciones en
el médulo y la resistencia a la traccion respecto de la matriz (Arteaga-Ballesteros et al.,

2020). Por su parte, Aglero et al. (2023) obtuvieron compuestos de PLA y nanocelulosa
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bacteriana recuperada del subproducto de la elaboracién de Kombucha producida utilizando
residuos de yerba mate como medio de cultivo. Las membranas de celulosa fueron secadas,
molidas y tamizadas antes de su incorporacion por evaporacion de solvente en PLA reciclado.
Las peliculas compuestas obtenidas presentaron menor rigidez y resistencia que la matriz.

Algunas de ellas exhibieron propiedades antioxidantes (Agliero et al., 2023).

Por otro lado, en cuanto a los antecedentes de la preparacién de peliculas de PLA con
nanofibrillas de celulosa extraidas de cascara de arroz, la revision exhaustiva de la bibliografia
usando diversos motores de busqueda y plataformas en linea académicas como Google,
Carrot2 y Science Direct; y cruzando una amplia variedad de palabras clave frecuentemente
utilizadas en la literatura para denominar a las nanofibrillas de celulosa (“cellulose nanofibrils/
cellulose nanofibers/ microfibrillated cellulose /microfibrillar cellulose/ nanofibrillated cellulose/
nanofibrillar cellulose/ nanocellulose”, segin nomenclatura recomendada por Charreau,
Foresti & Vazquez, 2013) con “PLA/polylactic acid”y con “rice/rice husk”; indicé que no habria
antecedentes especificos en el tema de compuestos de PLA y nanofibrillas de celulosa de
esta fuente; aunque si hay algunos de compuestos de PLA y cascara de arroz completa o
tratada quimicamente para remover componentes no celulésicos (Adeosun et al., 2016;
Battegazzore et al., 2014; Biyanti, Hertiana & Paramitha, 2023; Farah Dina et al., 2014;
Islam et al., 2019; Yiga, Lubwama & Olupot, 2022). Battegazzore et al. (2014), por ejemplo,
desarrollaron compuestos de PLA por extrusion con cantidades de 5%, 10%, 20% y 30% en
peso de celulosa aislada de cascara de arroz con diametros de 2 a 5 micrones. Los autores
reportaron que cantidades crecientes de celulosa provocaron aumentos en la cristalinidad de
los compuestos, asi como incrementos en la rigidez del material (Battegazzore et al., 2014).
Por su parte, Biyanti et al. (2023) fabricaron por evaporacion de solvente compuestos con
celulosa microcristalina aislada de cascara de arroz. Los compuestos con contenidos del 10%

en peso de celulosa exhibieron mayor resistencia que el PLA puro (Biyanti et al., 2023).

1.4.2 Compatibilizaciéon entre el PLA y la nanocelulosa

Lograr una buena dispersion de las nanofibrillas de celulosa en el acido polilactico es un
desafio debido a la naturaleza hidrofilica de la nanocelulosa que tiende a agregarse en
matrices poliméricas hidrofébicas como el PLA. Por ello, la revision de la literatura evidencia
numerosos esfuerzos realizados para compatibilizar ambas fases. Estas estrategias, en
general, pueden resumirse en la adicibn de agentes surfactantes que alteran las fuerzas

intermoleculares existentes entre las fases reduciendo su tensién superficial, aumentando su
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compatibilidad y promoviendo la dispersién de la carga (Azizi Samir, Alloin & Dufresne,
2005; Dufresne, 2018; Pereda, Kissi & Dufresne, 2014); el injerto de cadenas poliméricas
en la nanocelulosa (Habibi et al., 2010; Labet, Thielemans & Dufresne, 2007; Morandi,
Heath & Thielemans, 2009; Oksman et al., 2016); y su funcionalizacion a través de
diferentes reacciones quimicas tendientes a hidrofobizar la superficie de las nanofibrillas de
celulosa. Esta ultima estrategia fue la utilizada en esta tesis para promover una adecuada

dispersién de las nanocelulosas en el PLA.

La funcionalizacién de las nanofibrillas de celulosa a través de reacciones quimicas es una
estrategia clave para modular su polaridad y facilitar su dispersién en matrices poliméricas
hidrofébicas. Puntualmente, las reacciones de esterificacién que implican la introduccion de
grupos funcionales éster (O-C=0) en la superficie de la nanocelulosa mediante la
condensacién de reactivos como acidos carboxilicos, anhidridos de acido o cloruros de acilo
con un grupo -OH disponible en el polisacarido (Missoum, Belgacem & Bras, 2013), han sido
ampliamente estudiadas para modificar las propiedades superficiales y quimicas de las
nanofibrillas de celulosa (Dufresne, 2018; Oksman et al., 2016). En la bibliografia se
encuentran diferentes reportes de la esterificacion de la nanocelulosa bacteriana y vegetal
con diversas moléculas organicas, utilizando acidos de longitud de cadena variable como
agentes de acilacion. Estos incluyen &cidos como el acético, propidnico, butirico, hexanoico,
decanoico, dodecanoico, malico y malénico, entre otros (Eyholzer et al., 2018; Wang & Li,
2018). La acetilacion, especificamente, es un tipo de esterificacion que introduce grupos
acetilos (CH3-C=0) en las unidades anhidroglucosa. Se trata de un proceso bien conocido
gue se ha utilizado comercialmente para producir derivados de celulosa durante muchas
décadas. El nivel de modificacion se expresa comunmente como grado de sustitucion (GS),
definido como el nimero promedio de grupos éster introducidos por unidad anhidroglucosa.
Dado que estas unidades tienen tres grupos oxidrilos susceptibles de esterificacion (C2, C3 y
C6), el valor maximo posible de GS es 3. En la bibliografia pueden encontrarse diversos
protocolos de acetilacion de nanocelulosas (Goncalves et al., 2015; Goncalves et al., 2016;
Ifuku et al., 2007; Kim, Nishiyama & Kuga, 2002).

Si bien las reacciones de esterificacion permiten ajustar la polaridad de las nanocelulosas
para mejorar su compatibilidad con matrices poliméricas hidrofébicas como el PLA, la
derivatizacion puede afectar algunas de las propiedades del polimero, como la cristalinidad y
la estabilidad térmica. El grado de cristalinidad del refuerzo influye en las propiedades
mecénicas del producto final, mientras que su estabilidad térmica afecta tanto las
posibilidades de procesamiento del material como sus aplicaciones potenciales (Berglund &

Peijs, 2010). En este marco, ensayos previos llevados a cabo por el grupo de trabajo
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evaluaron el efecto de las condiciones de acetilacién para conferir a nanocelulosa bacteriana
distintos GS que mejoraran su compatibilidad con el PLA sin comprometer su cristalinidad
(Avila Ramirez et al., 2019). Los resultados de este estudio fueron determinantes para

seleccionar las condiciones de acetilacion de las nanocelulosas utilizadas en esta tesis.

1.4.3 Técnicas de procesamiento

En las ultimas décadas diversas investigaciones han abordado el desarrollo de peliculas
compuestas basadas en PLA y nanocelulosas empleando mayoritariamente la técnica de
evaporacion de solvente. Si bien esta técnica es muy utilizada a escala de laboratorio, el
desarrollo de estas peliculas a escala industrial requiere el empleo de métodos de
procesamiento convencionales para plasticos. En este sentido, y en base a experiencia previa
del grupo en el desarrollo de peliculas de PLA y nanocelulosa bacteriana por evaporacion de
solvente (Avila Ramirez, 2019; Avila Ramirez et al., 2014; Avila Ramirez et al., 2016; Avila
Ramirez et al., 2019; Avila Ramirez et al., 2020), la presente tesis procurd estudiar la
posibilidad de desarrollar estrategias de obtencion de estas peliculas por procesamiento en
fundido, empleando mezclado intensivo seguido de moldeo por compresion y extrusion plana.

En las siguientes secciones se describen los métodos mencionados.

1.4.3.1 Evaporacion de solvente

Una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para la obtencién de compuestos de PLA
y hanocelulosas es la técnica de evaporacion de solvente. La misma consiste en dispersar las
nanofibrillas de celulosa en un solvente organico de baja temperatura de ebullicién en el cual
se disuelva completamente el PLA. Al efecto, se implementan intercambios de solvente para
remover progresivamente el medio acuoso original en el gue se obtienen las nanocelulosas y
dispersarlas en el solvente elegido. Los solventes organicos mas empleados son la acetona,
el diclorometano y el cloroformo. La capacidad del PLA de disolverse en ellos depende del
grado del PLA utilizado (lwatake et al., 2008). Para facilitar la dispersién de la nanocelulosa,
suelen utilizarse homogeneizadores de punta o ultrasonicadores. Luego el solvente se deja
evaporar en condiciones controladas para obtener la pelicula compuesta. Esta es una técnica
de procesamiento simple y flexible que permite el uso de nanocelulosas never-dried (nunca
secadas) lo que, sumado a la posibilidad de una buena homogeneizacién de un sistema de

viscosidad relativamente baja, permite obtener altos niveles de dispersion de las nanofibrillas
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en la matriz. Pese a esto, la cantidad de solvente y el tiempo requeridos suelen limitar su
escalabilidad industrial, y generalmente se utiliza solo a escala de laboratorio (Aigaje et al.,
2023; Bandera et al., 2014; Nicharat, Sapkota & Foster, 2016; Sapkota et al., 2014).

1.4.3.2 Procesamiento en fundido

En la industria las técnicas de procesamiento en fundido resultan muy convenientes para
el conformado de piezas en base a polimeros termoplasticos. En el mezclado intensivo, los
componentes se introducen en un recipiente cerrado que cuenta con una 0 mas zonas de
calentamiento y se mezclan mediante cuchillas contra-rotativas, pudiéndose ajustar las
condiciones de temperatura, tiempo y velocidad de rotacion (Hong & Kim, 2013). Se trata de
un proceso discontinuo que se utiliza mayormente a escala de laboratorio y resulta apropiado
para lotes pequefios. Este método sirve también como punto de partida para determinar la
utilidad de un dado material procesado en fundido previo a su procesamiento por un método
industrial, como por ejemplo la extrusion (Mokhena et al., 2018). Se ha empleado para
desarrollar nanocompuestos de PLA y nanocristales de celulosa nativos o modificados
superficialmente con grupos silano, asi como para combinar PLA con anhidrido maleico
injertado como agente compatibilizador y nanocristales de celulosa nativos (Hong et al., 2013;
Raquez et al., 2012). Para la produccién de peliculas compuestas, luego del mezclado
intensivo, se requiere una segunda etapa de conformado. En particular, en esta tesis, las
peliculas se moldearon por compresién en una prensa hidraulica calefaccionada aplicando

presién y temperatura simultaneamente.

Por otro lado, la extrusién es un proceso continuo en el que los materiales se mezclan
mientras avanzan en el equipo de procesamiento. Tiene la ventaja de que el tiempo de
residencia del material dentro del equipo es de tan solo unos pocos minutos, lo que ayuda a
prevenir la degradacién térmica de los polimeros (Oksman & Mathew, 2014). Este proceso
permite la produccién de perfiles de seccién transversal constante, asi como la mezcla de
diferentes polimeros, y de polimeros con cargas, aditivos y/o refuerzos. El equipo utilizado
consta de tres zonas de procesamiento: la zona de alimentacion, donde se introduce el
material; la zona de amasado y la zona de calentamiento, donde se alcanzan las
temperaturas, presiones y cizallamiento necesarios para obtener el producto terminado. Las
variables que afectan el proceso incluyen la configuracion y velocidad de giro del/de los
tornillo/s, su relacion longitud-diametro, el perfil de temperaturas, las velocidades de

alimentacion del material, asi como la forma y tamafio de la boquilla (Mokhena et al., 2018).
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Para la produccién de peliculas compuestas es conveniente mezclar los componentes en una
extrusora doble tornillo y conformar la mezcla obtenida en una segunda etapa. En la presente
tesis las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosas se obtuvieron empleando una mini-
extrusora doble tornillo equipada con una boquilla plana en linea con rodillos de calandrado.

A diferencia de los métodos que implican la evaporacion de solventes, el procesamiento
en fundido de los compuestos de PLA suele requerir materiales secos, ya que la presencia de
agua a altas temperaturas puede provocar la hidrélisis del polimero. En el caso puntual del
uso como cargal/refuerzo de las nanofibrillas de celulosa, las mismas suelen obtenerse y
comercializarse como suspensiones acuosas diluidas, por lo que su deshidratacion es
altamente recomendable para prevenir la degradacion del PLA durante el procesamiento
térmico (Dias & Chinelatto, 2022; Peng, Gardner & Han, 2012). Sin embargo, durante su
deshidratacion, las nanofibrillas de celulosa experimentan agregacion irreversible en un
proceso conocido como “hornificacion” (Fernandes Diniz, Gil & Castro, 2004). Este
fendbmeno deriva de la formacion de enlaces puente de hidrogeno entre nanofibrillas
adyacentes tras la remocion del agua, impidiendo mayormente su re-dispersion en solventes
0 matrices poliméricas (Tingaut et al., 2010). Entre los métodos de secado de las
suspensiones de nanofibrillas de celulosa mas comunes (secado en estufa, liofilizacion,
secado por atomizacién y secado supercritico), el secado en estufa es particularmente severo

redundando en la mayor hornificacion (Silva et al., 2021; Wang et al., 2019).

En procesos industriales convencionales, los materiales termoplasticos se funden para
producir productos especificos 0 generar compuestos 0 nanocompuestos que luego se
conforman mediante procesos como moldeo por compresion o inyecciéon (Wang et al., 2019).
Sin embargo, en el caso de los nanocompuestos con nanofibrillas de celulosa, la hornificacion
gue tiene lugar durante la deshidratacién de esta hanocelulosa hace que el procesamiento
por los métodos convencionales de mezclado en fundido requiera del desarrollo de estrategias
especiales para incorporar la nanocelulosa y promover su dispersion en la matriz preservando

sus dimensiones en la nanoescala.

En este marco, en los ultimos afios, se han propuesto diversas estrategias para abordar
los desafios del procesamiento en fundido del PLA y nanofibrillas de celulosa. Una de estas
estrategias es la elaboracion de masterbatches mediante evaporacién de solvente como paso
intermedio en el desarrollo de los compuestos en fundido. El secado en presencia de cadenas
de PLA interpuestas entre las nanofibrillas limita su agregacion irreversible en el proceso de
deshidratacion. Asi, en los masterbatches el PLA actia como un vehiculo o carrier para

introducir la nanocelulosa en el equipo de procesamiento en forma seca. Posteriormente, el
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masterbatch se procesa en fundido con cantidades variables de PLA para alcanzar la
concentracion final de nanocelulosa (Platnieks et al., 2021). El masterbatch preparado por
evaporacion de solvente puede combinarse con la modificacion de la superficie de la
nanocelulosa para contribuir a promover su dispersion en el PLA, segun se describi6 en la

seccion 1.4.2.

Adicionalmente a la elaboracion de masterbatches, en la literatura se encuentran otras
estrategias implementadas para evitar el secado de la nanocelulosa y su consiguiente
agregacion, como el liquid feeding. Esta técnica implica verter directamente las suspensiones
de nanofibrillas de celulosa en el equipo de procesamiento en fundido, evitando asi el secado
del material que podria llevar a su hornificacion (Bondeson & Oksman, 2006). Aunque en
este sentido algunos estudios han informado la preparacion de nanocompuestos de PLA y
nanofibrillas de celulosa con equipamiento especifico para liquid feeding (Herrera et al., 2015;
Iwatake et al., 2008; Suryanegara et al., 2009), varios mencionan la hornificacion de las
nanofibrillas de celulosa y la degradacion de los polimeros durante el procesamiento de

compuestos elaborados mediante esta estrategia (Clemons & Sabo, 2021).

1.5 Propuesta general y objetivos

En el contexto relevado en las secciones anteriores, este trabajo de tesis se centra en
utilizar nanocelulosa bacteriana (BNC) obtenida como subproducto de la produccién de
Kombucha y nanocelulosa vegetal aislada de céscara de arroz (VNC) para el desarrollo de
peliculas compuestas basadas en PLA. Las peliculas se procesan mediante mezclado
intensivo seguido de moldeo por compresién, y también por extrusion plana. Dada la
complejidad de lograr una dispersién adecuada de las nanofibrillas de celulosa previamente
deshidratadas en el PLA fundido se investigan tres estrategias diferentes de incorporacién de
las nanocelulosas en la matriz. Como estrategia mas sencilla y directa, la primera alternativa
es mezclar las nanocelulosas secas y molidas con los pellets de PLA en el equipo de
procesamiento en fundido. La segunda estrategia consiste en preparar masterbatches con
PLA y las nanocelulosas nativas mediante evaporacién de solvente, molerlos y contactarlos
con el PLA en el equipo de procesamiento. La tercera estrategia implica la elaboracion de los
masterbatches por evaporacion de solvente, pero utilizando las nanocelulosas acetiladas
(AcBNC y AcVNC).
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Considerando el estado del arte de la temética, y bajo el objetivo general de desarrollar
peliculas nanocompuestas basadas en polimeros biobasados y biodegradables por
metodologias escalables, la innovacion de este estudio radica en el uso de nanocelulosas
derivadas de descartes y subproductos de la industria alimentaria nacional para el desarrollo
de peliculas compuestas utilizando técnicas de procesamiento en fundido e implementando

diferentes estrategias para mejorar la dispersién de las cargas en la matriz.
Para alcanzar el objetivo general se plantean los siguientes objetivos especificos:

e Obtener nanocelulosas bacterianas y vegetales a partir de descartes y subproductos
de la industria alimentaria nacional.

e Hidrofobizar la superficie de las nanocelulosas para mejorar su compatibilidad con el
PLA.

e Caracterizar las nanocelulosas nativas y modificadas obtenidas en términos de su
morfologia, estructura quimica, propiedades térmicas y cristalinidad.

e Desarrollar peliculas compuestas utilizando las nanocelulosas nativas y acetiladas y
un bioplastico comercial como el PLA mediante dos técnicas de procesamiento en
fundido: mezclado intensivo seguido de moldeo por compresion, y extrusion plana.

e Evaluar la utilidad de distintas estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en la
matriz a partir de las propiedades de las peliculas compuestas obtenidas (morfologia,
propiedades épticas, mecanicas, térmicas y de barrera, y desintegracién en condiciones

de compostaje simulado en laboratorio).
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RESUMEN

En este capitulo se describen en detalle todos los materiales y las metodologias utilizados
a lo largo de la tesis para la obtencién y caracterizacion de las nanocelulosas y las peliculas
compuestas basadas en acido polilactico y dichas cargas. En primer lugar, se describen los
protocolos desarrollados para obtener las nanofibrillas de celulosa de origen bacteriano y
vegetal, asi como su modificacion quimica mediante reacciones de acetilacion. A
continuacion, se aborda el desarrollo de materiales compuestos basados en PLA y las
nanocelulosas obtenidas, incluyendo el secado y la molienda de las nanocelulosas, la
elaboracion de masterbatches por evaporacion de solvente, y el procesamiento por mezclado
intensivo seguido de moldeo por compresion y por extrusion. Finalmente, se describen todas
las técnicas de caracterizacion aplicadas tanto a los materiales nanocelulésicos como a las

peliculas compuestas obtenidas.
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2.1 Materiales

Para producir la nanocelulosa bacteriana utilizada como referencia en este estudio se
utilizé una cepa de la bacteria Komagataeibacter xylinus NRRL-B42, la cual fue gentilmente
proporcionada por el Dr. Luis lelpi de la Fundacion Instituto Leloir (Buenos Aires, Argentina).
El medio de cultivo empleado para el crecimiento de este microorganismo se formuld con
glicerol (Biopack, Buenos Aires, Argentina. Pureza = 99%) y macerado de maiz (corn steep
liquor, CSL, Ingredion, Buenos Aires, Argentina). EI CSL, es un subproducto de la molienda
hameda del maiz que contiene en promedio un 42-45% de proteinas y aporta vitaminas del
grupo B. Para la produccion del in6culo se utilizé el medio Hestrin-Schramm (HS) (Hestrin &
Schramm, 1954), cuya formulacion involucr6é dextrosa anhidra (Biopack), peptona de carne
(Britania, Buenos Aires, Argentina), extracto de levadura (Britania), NaH2PO4 (Anedra, Buenos

Aires, Argentina), acido citrico (Biopack).

Para la obtencion de nanocelulosa de origen microbiano a partir de un subproducto de la
elaboracion de Kombucha se utilizé un cultivo simbiético de bacterias y levaduras (Symbiotic
Culture Of Bacteria and Yeast, SCOBY) gentiimente proporcionado por Aloha Fermentos
(Buenos Aires, Argentina). EI medio de cultivo consistié en una infusion de té negro (Green

Hills, Buenos Aires, Argentina) y glucosa (Xantana, Buenos Aires, Argentina).

La cascara de arroz empleada como materia prima para el aislamiento de nanocelulosa de
origen vegetal fue amablemente donada por la empresa productora de arroz El Chaja (Entre
Rios, Argentina), conteniendo celulosa (25-35%), hemicelulosa (18-21%), lignina (26-31%),
silice (15-17%) y compuestos solubles (2-5%) (Luduefia et al., 2013; Marin et al., 2015).
Como referencia de celulosa vegetal de alta pureza, se utilizé celulosa microcristalina (MCC)

marca Biopack.

Para la purificacion de las nanocelulosas bacterianas utilizé hidroxido de sodio (Cicarelli,
Santa Fe, Argentina) e hidroxido de potasio (Cicarelli). Para el aislamiento de la celulosa
vegetal se empled clorito de sodio (Anedra), hidréxido de sodio (Anedra) y acido clorhidrico

(Biopack).

La acetilacion de las nanocelulosas requirié del uso de acido acético (Cicarelli), anhidrido

acético (Cicarelli) y etanol 96° (Porta, Cérdoba, Argentina) para los lavados.

Para la elaboracion de los masterbatches y peliculas compuestas se emple6 acido
polilactico comercial (PLA, NatureWorks 4043D), con 6% de D-lactida y 94% de L-lactida
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(Backes et al., 2019; Yazdaninia et al., 2016), una densidad de 1.24 g/cm? y un indice de
fluencia de 6 g/10 min (210°C, 2.16 kg) (hojatécnica PLA4043D, NatureWorks). Se utilizaron
como disolventes acetona y cloroformo (ambos de Cicarelli).

Para los ensayos de caracterizacion de las nanocelulosas y de las peliculas compuestas
se utilizé biftalato de potasio (Cicarelli), carbonato de sodio (Cicarelli), fenolftaleina (Cicarelli),
bromuro de potasio (Cicarelli), cloruro de calcio (Cicarelli), urea (Anedra), y aceite de maiz,

alimento de conejos, almidén de maiz, sacarosa y aserrin de marcas genéricas.

Todos los quimicos utilizados fueron de grado analitico y se emplearon tal como se

recibieron.

2.2 Obtencion de las nanocelulosas

2.2.1 Nanocelulosa bacteriana obtenida con una cepa de

Komagataeibacter xylinus

Para la obtencion de la nanocelulosa bacteriana utilizada como referencia en esta tesis se
siguieron procedimientos de uso habitual en el grupo de trabajo para este tipo de cultivo con
cepa Unica (Cerrutti et al., 2016; Vazquez et al., 2013). A tal fin, se cultivd un in6culo de K.
xylinus en Erlenmeyers de 100 mL, cada uno conteniendo 20 mL de medio HS compuesto por
20 g/L de dextrosa anhidra, 5 g/L de peptona de carne, 5 g/L de extracto de levadura, 2.7 g/L
de NaH;PO. y 1.5 g/L de acido citrico esterilizado en autoclave. El in6culo se incubé a 28°C
durante 72 horas bajo agitacién orbital de 200 rpm. Posteriormente, se transfirieron 500 mL
del in6culo a un total de 5 L de medio de fermentacién formulado con 40 g/L de glicerol y 40
g/L de macerado de maiz, y se dej6 fermentar a 28°C en cultivo estatico durante 14 dias en

bandejas de acero de 10 L.

Después de este tiempo, las peliculas de nanocelulosa obtenidas se sometieron a
sucesivos lavados con agua corriente para eliminar el medio de cultivo impregnado, y luego
fueron licuadas durante 4 minutos en una solucién de KOH 0.9 M. La suspension alcalina
resultante se dej6é en reposo durante 14 horas a temperatura ambiente a fin de eliminar restos
celulares y de medio de cultivo, y finalmente se realizaron sucesivos lavados con agua

destilada hasta alcanzar su pH en las aguas de lavado.
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La produccion de la BNC de referencia con la cepa de K. xylinus se llevé a cabo en
colaboracion con la Dra. Patricia Cerrutti, Profesora de Microbiologia Industrial de la Facultad
de Ingenieria de la Universidad de Buenos Aires (UBA) e investigadora del Instituto de
Tecnologia en Polimeros y Nanotecnologia (ITPN).

2.2.2 Nanocelulosa bacteriana aislada de un subproducto de la

elaboracién de Kombucha

La formulacion del medio de cultivo y las condiciones de fermentacion se seleccionaron de
modo de emular las utilizadas en la planta industrial de produccién de Kombucha que doné el
in6culo (Aloha Fermentos, Buenos Aires, Argentina). A tal fin se prepar6 una infusion de té
negro (10 g/L) y glucosa (60 g/L) usando agua mineral a 90°C. Después de 30 minutos se
retiraron las bolsitas de té, y una vez que la infusién registr6 una temperatura inferior a 30°C,
se afiadié el indculo (10% v/v) liquido tomado de un lote previo de té de Kombucha. Los
contenedores (tuppers plasticos de 300 mm x 200 mm x 100 mm) se cubrieron con lienzo y
se mantuvieron estaticos a una temperatura de 28-30°C durante un periodo de 14 dias.
Pasado este tiempo las peliculas flotantes desarrolladas en la interfaz aire-liquido como
subproducto de la fermentacién del té fueron retiradas, lavadas con agua corriente y

sometidas a tres procedimientos de purificacion diferentes:

Protocolo A): las peliculas fueron trituradas en una licuadora de cocina durante 4 minutos y

lavadas abundantemente con agua destilada.

Protocolo B): las peliculas se sumergieron en NaOH 0.5 M a 70°C durante 4 horas (500 g de
membrana/L de solucion), y luego se licuaron y lavaron con agua destilada hasta alcanzar su

pH en las aguas de lavado (Oliver-Ortega et al., 2021).

Protocolo C): las peliculas se licuaron en una soluciéon de KOH 0.9 M durante 4 minutos (500
g de membrana/L de solucién) a temperatura ambiente. La suspensién alcalina se conservé
a temperatura ambiente durante 14 horas y luego se realizaron sucesivos intercambios con

agua destilada hasta alcanzar su pH en las aguas de lavado (Avila Ramirez et al., 2019).

Los materiales nanoceluldsicos obtenidos en cada caso, denominados “BNC - Kombucha
A”, “BNC - Kombucha B” y “BNC - Kombucha C”, respectivamente, consistieron en hidrogeles

con contenidos de 1.0-1.5% (p/v) de solidos, que se conservaron refrigerados hasta su uso.
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2.2.3 Nanocelulosa vegetal obtenida a partir de cdscara de arroz

La cascara de arroz suministrada por el proveedor fue extensamente lavada con agua
corriente, secada a 105°C durante 3 horas y posteriormente molida utilizando un molinillo de
cuchillas (FW 100, Arcano, Argentina). EI material particulado se tamiz6 a fin de obtener

tamafnos menores a 125 micrones.

Para el aislamiento de celulosa a partir de cascara de arroz se siguieron procedimientos
tomados de la bibliografia con algunas modificaciones (Johar et al., 2012; Marin et al., 2015).
Inicialmente, se realizé un tratamiento alcalino, en el cual la cascara de arroz micronizada se
puso en contacto con una solucion de NaOH al 4% (p/v) en una relacién de 50 g/L. La mezcla
se llevé a reflujo durante 2 horas con agitaciébn magnética, seguida de un lavado exhaustivo
con agua destilada hasta pH neutro de las aguas de lavado. La suspensioén resultante se filtro
y el sélido obtenido se puso en contacto con una soluciéon de NaClO; al 1.7% (p/v) en buffer
acido acético/acetato de sodio (pH 4) en una proporcion de 30 g/L en peso seco. La mezcla
se llevé a reflujo durante 2 horas, proceso que se repitié dos veces. Luego, el material se lavd
hasta pH neutro de las aguas de lavado. La fraccion celuldsica obtenida se traté a 90°C
durante 45 minutos con agitacién con una solucion de HCI 1 M en relacién 40 g/L, a lo que
siguieron sucesivos lavados hasta pH neutro de las aguas de lavado. El tratamiento acido fue
adaptado de Delgado et al. (2021), con el propoésito de contribuir a exfoliar las nanofibrillas de

celulosa, pero sin inducir su corte transversal (Delgado et al., 2021).

Finalmente, la suspension obtenida (1% p/p) se sometid a un ciclo de 5 minutos de
ultrasonicacion a 100 W (VCX 750, Sonics, Estados Unidos), seguido de un proceso de
homogeneizacién en un homogeneizador a valvula (Panda 2K NS1001L, GEA Niro-Soavi,
Italia), disponible en la Universidad Nacional de Quilmes. Inicialmente, se aplic6 una presion
de 30 MPa, aumentandola gradualmente hasta alcanzar los 100 MPa, con ciclos de
homogeneizacién de una duracién total de 1 hora. La suspensién de nandfibrillas de celulosa

resultante (0.9-1% p/v) se mantuvo refrigerada hasta su uso.

La nanocelulosa de origen vegetal (VNC) se obtuvo en colaboraciéon con el Laboratorio de
Obtencién, Modificacion, Caracterizacién y Evaluacion de Materiales (LOMCEM) de la

Universidad Nacional de Quilmes.
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2.3 Acetilacién de las nanocelulosas

Para evitar la descomposicion del anhidrido acético usado en la acetilacion de BNC y VNC
y la reversion de la reaccion, fue necesario remover el agua de la suspension de nanofibrillas
de celulosa antes de comenzar la acetilacion. Para esto se realizaron intercambios de
solvente, llevando al material nanocelulésico desde agua hasta acido acético (2 lavados con
250 mL) y luego a anhidrido acético (2 lavados con 250 mL). En cada paso las nanofibrillas
se contactaron con el solvente durante 10 min con agitacion magnética y la recuperacion se

llevé a cabo por filtracion al vacio.

En el estudio preliminar destinado a determinar el tiempo y la temperatura a los que se
llevarian a cabo las reacciones de acetilacion, se contactaron las nanocelulosas mencionadas
en el parrafo anterior (1 g de nanocelulosa en base seca) con 100 mL de anhidrido acético en
balones de 250 mL conectados a condensadores de reflujo, homogeneizados con agitacion
magnética. Se evalud el efecto del tiempo (1 o 3 horas) y la temperatura de reaccion (100°C
0 120°C) en el grado de sustitucién conferido a la nanocelulosa en cada caso (ver detalle en
seccion 2.4.1). Para las reacciones a mayor escala (2.5 g de nanocelulosa en base seca) se
emplearon balones de 1 L con 250 mL de anhidrido acético, y las condiciones de reaccion

seleccionadas fueron 120°C y 1 hora de reaccion.

Las nanocelulosas acetiladas se lavaron en primer lugar con etanol (2 x 200 mL) y luego
exhaustivamente con agua destilada hasta pH neutro de las aguas de lavado, removiendo el
liguido por filtracion entre cada etapa. Las nanocelulosas acetiladas de origen bacteriano

(AcBNC) y vegetal (AcVNC) obtenidas se mantuvieron refrigeradas hasta su uso.

2.4 Caracterizacion de las nanocelulosas nativas y acetiladas
2.4.1 Saponificacion

El grado de sustitucion (GS, expresado como la cantidad promedio de grupos funcionales
introducidos por unidad de anhidroglucosa) de las muestras se determind por saponificacion
heterogénea con NaOH 0.1 N y posterior titulaciéon por retorno con HCI 0.1 N, en condiciones
adaptadas de lanorma ASTM D817-12, “Standard Test Methods of Testing Cellulose Acetate”.
Para este ensayo, se colocaron aproximadamente 0.1 g de muestra previamente secada a
110°C por 2 horas y molida en Erlenmeyers de 50 mL, y se afiadieron 10 mL de alcohol etilico

al 75%. Las mezclas se calentaron durante 30 minutos a 55°C, luego de lo cual se afiadi6

66



[\:III\_('I'HI(]H(I
Naciona . .
q rl('“(g'liilmz-n 2024 Jimena Bovi

NaOH 0.1 N hasta el viraje de la fenolftaleina (1 o 2 gotas) a fin de neutralizar cualquier traza
de &cido que hubiera quedado luego de la acetilacion. Posteriormente, se agregaron 10 mL
de NaOH 0.1 N a cada Erlenmeyer, se volvieron a calentar las mezclas a 55°C durante 15
minutos y se dejaron reposar durante 72 horas a temperatura ambiente. Luego de este tiempo,
el exceso de NaOH se valoré con HCI 0.1 N, empleando fenolftaleina como indicador. Los
ensayos se realizaron por duplicado, y se utilizaron nanocelulosas nativas como blanco. Las
soluciones de NaOH y HCI empleadas fueron previamente valoradas con biftalato de potasio

y carbonato de sodio, respectivamente, secados a 110°C por 2 horas.

El contenido de grupos acetilo de cada muestra se obtuvo mediante la ecuacion (2.1):

(VB-VS)*NHCI%43

%Acetilo = X 100 (2.1)

donde VB (mL) y VS (mL) son los volumenes de HCI requeridos para la titulacién del blanco
y de la muestra, respectivamente; NHCI es la normalidad de la solucion de HCI, W (mg) es la

masa seca de cada muestra, y 43 es el peso molecular del grupo acetilo.

El GS se calculé luego segun la ecuacion (2.2):

GS = 162x%Acetilo (2.2)

[4300—(42*%Acetilo)]

donde 162 corresponde al peso molecular de la unidad anhidroglucosa.

2.4.2 Dispersion en solventes de diferente polaridad

Con el fin de evidenciar cualitativamente variaciones en la polaridad de las nanocelulosas
inducidas por la acetilacion se llevaron a cabo pruebas de dispersabilidad de las muestras en

solventes con distintos indices de polaridad (IP agua=10.2; IP acetona=5.1; IP
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cloroformo=4.1). Para ello, las suspensiones acuosas de las nanocelulosas nativas y
acetiladas fueron sometidas a intercambios de solvente (dos intercambios en 5 mL con
agitacion constante a 1000 rpm durante 10 minutos) y luego homogenizadas con un
homogeneizador de punta (T 18 digital UltraTurrax, IKA, Estados Unidos) a 18000 rpm durante
15 minutos. Los distintos sistemas hanocelulosa/solvente se dejaron reposar durante 48 horas

a temperatura ambiente y luego se tomaron fotos.

2.4.3 Microscopia electronica de barrido

Las micrografias FESEM de las nanocelulosas fueron obtenidas con un microscopio
electrénico de barrido con emisién de campo Carl Zeiss NTS modelo Supra 40 (Alemania)
provisto de un detector de electrones secundarios de presion variable y operado a un voltaje
de aceleracion de 3 kV. Dicho equipo se encuentra en el Centro de Microscopias Avanzadas
(CMA) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA. Las muestras se sembraron
en vidrios de microscopia como suspensiones acuosas con una concentracion aproximada de
0.1 % (p/v), se secaron a 100°C por unos minutos y se metalizaron. Las dimensiones de las
nanofibrillas de celulosa nativas y acetiladas se midieron en las micrografias obtenidas con el

programa ImageJ 153e.

2.4.4 Microscopia de fuerza atdmica

La longitud de las nanofibrillas de celulosa se evalu6 mediante la observacién de imagenes
obtenidas empleando un microscopio de fuerza atémica Nanoscope V-Multimode (Veeco,
Estados Unidos) en modo de contacto, con una sonda de silicio modelo Arrow-NCR-50 (Nano
World, Suiza) (frecuencia de resonancia en cantilever: 258 kHz, fuerza constante 42 N/m,
radio de la punta 5-10 nm). Las frecuencias tipicas de escaneo fueron 1.0 Hz-1.5 Hz. El equipo
pertenece al Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas, Tedricas y Aplicadas (INIFTA) de la
Universidad Nacional de La Plata. En todos los casos las muestras se sembraron en mica
COMO suspensiones acuosas con una concentracion aproximada de 0.2 % (p/v) y se secaron

a 100°C durante unos minutos.
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2.4.5 Espectrometria de energia dispersiva de rayos X

Para obtener la distribucién local de los elementos presentes en las muestras se utilizé un
microscopio electrénico de barrido Phenom World ProX, operado a 15 kV y equipado con un
detector de energia dispersiva de rayos X Silicon Drift.

2.4.6 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

El equipo utilizado para obtener los espectros infrarrojo de todas las muestras fue un
espectrofotébmetro Affinity-1 de Shimadzu (Japon) operado en modo de absorcion. Cada
muestra se introdujo al equipo en forma de pastilla obtenida por prensado de 12.5 mg de
muestra (previamente secada a 110°C durante 1 hora) con la cantidad necesaria de KBr
(previamente secado a 130°C durante 6 horas) para lograr una proporcién de 1:20. Las
pastillas se secaron durante toda la noche a 110°C antes de la medicion. Los espectros se
registraron en el rango de nimero de onda comprendido entre 4000-400 cm™ con 32 escaneos
y una resolucion de 4 cm?. Se corrigieron las lineas de base de los espectros y se
normalizaron respecto a la intensidad de la absorcién a 1165 cm™ correspondiente a la flexion
del enlace (C-O-C) de la celulosa, segun lo sugerido en la bibliografia (llharco, Gracia, da
Silva & Ferreira, 1997).

2.4.7 Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido de las
muestras se obtuvieron empleando un resonador Bruker Advance [1-300 equipado con un
cabezal de 4 mm apto para Rotacion de Angulo Magico disponible en la Facultad de
Matematica, Astronomia y Fisica de la Universidad Nacional de Cérdoba. El equipo fue
operado a una frecuencia de 300.13 MHz para protones y 75.46 MHz para carbonos. Se utilizé
glicina como espectro de referencia externa para carbono 13, y para ajustar las condiciones
de HartmannHahn en los experimentos de polarizacién cruzada. El tiempo de reciclaje varié
de 5 a 6 s segun la muestra y el tiempo de contacto durante la polarizacién cruzada fue de 2
ms. Para el desacople heteronuclear durante la adquisicion se utilizo la secuencia SPINAL64
con un campo de proton de H1H cumpliéndose que wlH/2w = YHH1H = 62 kHz. Todas las
mediciones se realizaron a temperatura ambiente y la rotacién del &ngulo mégico fue de 10
kHz.
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A partir de los espectros obtenidos se calcul6 el indice de cristalinidad (ICr) de las muestras
utilizando el “método de separacion de picos C4 de RMN” indicado por Park et al. (2010). El
mismo consiste en individualizar la region correspondiente al carbono C4 (80 a 93 ppm) del

espectro y dividiendo el area del pico cristalino (87 a 93 ppm) por el area total (ecuacion 2.3):

area del pico cristalino
ICr = . (2.3)

area total

2.4.8 Difraccién de rayos X

Los estudios de estructura cristalina de todas las muestras se llevaron a cabo en un
difractometro de rayos X Rigaku D/Max-C con gonidémetro vertical disponible en el laboratorio
de Sélidos Amorfos de la Facultad de Ingenieria de la UBA. Este difractometro cuenta con un
monocromador de cristal inico (GRAPHITE). Se utilizaron hendiduras de 1.0 DS (hendidura
de divergencia) - 1.0 SS (hendidura de dispersion) - 0.6 mm-0.8 mm. Los difractogramas se
adquirieron en el rango de 26=10 a 40° con un paso de 0.02°, utilizando una longitud de onda
de la fuente de radiacion de Cu/Ka de 0.154 nm, una intensidad de 30 mA y un voltaje de 40
kV.

Se calcul6 el indice de cristalinidad (ICr) de las muestras a partir de los difractogramas de
rayos X obtenidos, siguiendo los métodos descriptos por Park et al. (2010). En el método 1
denominado “método de la altura del pico” o “método Segal’ se le resta a la altura del pico de
maxima intensidad del difractograma la altura del minimo (lam) ubicado alrededor de 26=18°-
19°. El resultado de esa resta se divide por la altura del pico de maxima intensidad

(considerada como la intensidad total). El ICr se calcula a partir de la ecuacion 2.4:

ICr = (Iméx—/lam) (2.4)
Imax
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Por otro lado, el “método de deconvolucion” consiste en realizar la separacion de los picos
cristalinos individuales del difractograma de rayos X mediante un proceso de ajuste de curvas
de los perfiles de difraccion. Para ello se utilizé el software OriginPro 2021. En primer lugar,
se asigno una funcién gaussiana para cada uno de los picos cristalinos hallados en 26~14-
17, 22-23° y 34-35; y se considerd un pico ancho ubicado en 26~21.5° relacionado segun
bibliografia (Park et al., 2010) con la contribucién de las regiones amorfas de la celulosa. El

calculo del ICr se llevo a cabo empleando la ecuacion 2.5:

area de los picos cristalinos
P (2.5)

ICr =

area total

Finalmente, el “método de sustraccion amorfa” o “método de las dos fases”, consiste en
restar la contribucién amorfa de la celulosa tomado en este caso de Park et al. (2010) al
difractograma completo de la muestra. El ICr se calcula posteriormente dividiendo el area
restante del difractograma (asociado a la celulosa cristalina) por el area total original (ecuacién
2.6):

ICr = area cristalina (2.6)

area total

2.4.9 Termogravimetria

La estabilidad térmica de las distintas muestras (previamente secadas a 110°C durante 2
horas) se estudi6 empleando un equipo TGA-50 Shimadzu, operado en el intervalo de
temperatura de 20°C a 800°C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min en atmdésfera de
nitrégeno (30 mL/min) para prevenir la degradacion termo-oxidativa de las nanocelulosas. Los
pardmetros evaluados fueron la Tmax, es decir, la temperatura de maxima velocidad de
descomposicién; y la Tonset definida como la temperatura a la cual el material redujo en un

10% su masa inicial, luego de la evaporacion de agua.
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2.5 Obtencidn de las peliculas compuestas de acido polilactico y

nanocelulosas
2.5.1 Estrategias de incorporacién de las nanocelulosas

Las nanocelulosas se incorporaron en el PLA mediante tres estrategias distintas. La
primera estrategia (“directa”) consistié en secar las nanocelulosas nativas a 110°C durante 24
horas, molerlas en un molinillo de cuchillas y finalmente introducir el material seco y molido
en los equipos de procesamiento (mezcladora intensiva o extrusora) junto con los pellets de
PLA.

Como segunda estrategia, se prepararon masterbatches de PLA y las nanocelulosas
nativas never-dried (nunca secadas) por evaporacion de solvente. Al efecto se sometio a las
suspensiones acuosas originales de las nanocelulosas bacterianas y vegetales nativas a
intercambios de solvente agua -> acetona (2 x 250 mL) -> cloroformo (2 x 250 mL) con filtrado
al vacio intermedio, combinados con pasos de homogeneizacién (UltraTurrax a 18000 rpm
por 5-10 min) para promover la correcta dispersion de las nanofibrillas. Finalmente, las
nanocelulosas se contactaron con cloroformo conteniendo el PLA disuelto en concentraciones
adecuadas para lograr contenidos finales de nanocelulosa en los masterbatches del 16.7%
(p/p). Seguidamente, las mezclas se homogeneizaron, se vertieron en recipientes de vidrio
cubiertos con cinta de teflon, se dejaron secar a temperatura ambiente por 48 horas, y luego

se colocaron a 60°C bajo vacio durante 2 semanas hasta peso constante.

La tercera estrategia consistié en el mismo procedimiento que la segunda estrategia recién
descripta, pero empleando nanocelulosas acetiladas bajo las condiciones detalladas en la

seccion 2.3, en lugar de sus contrapartes nativas.

Todos los masterbatches obtenidos se molieron, se secaron bajo vacio a 80°C durante 4
horas segun lo recomendado por el proveedor del PLA al igual que los pellets de poliéster

(hoja técnica PLA4043D, NatureWorks), y se procesaron como se describe a continuacion.
2.5.2 Procesamiento en fundido
2.5.2.1 Mezclado intensivo seguido de moldeo por compresion

Las nanocelulosas secas y molidas de la primera estrategia y los masterbatches molidos y
secos de la segunda y tercera estrategia fueron introducidos alternativamente junto con los

pellets de PLA en una mezcladora Brabender Plasti-corder Lab-Station REO-6 (Alemania) en
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cantidades suficientes para alcanzar concentraciones finales de nanocelulosas del 0.5, 1, 1.5,
3,5y 7% (p/p) en 50 g totales de mezcla. El material molido y los pellets de PLA se
introdujeron en la mezcladora funcionando a 170°C y a una velocidad de 20 rpm para evitar
pérdidas y/o atascamientos en el equipo, y se procesaron durante 2 minutos. A esta etapa
siguieron 8 minutos de mezclado a 50 rpm y 170°C. Luego de este tiempo el material fundido
fue retirado del equipo y conservado a temperatura ambiente en una atmosfera libre de
humedad. Como material de referencia se mezclaron también 50 g de pellets de PLA sin

agregado de nanocelulosas empleando las mismas condiciones de procesamiento.

Para la obtencion de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y
nanocelulosas se moldearon por compresion porciones de 5.5 g del material mezclado, previo
secado en estufa a 80°C por 4 horas. Al efecto se utilizé una prensa hidraulica Carver modelo
3853 (Estados Unidos). Inicialmente, el material se fundi6 a 170°C sin presion durante 8
minutos, luego se aplicaron 2 MPa de presién durante 5 minutos a la misma temperatura vy,
por ultimo, la pelicula se dej6 enfriar a temperatura ambiente antes del desmolde. El espesor

de las peliculas compuestas estuvo en el rango de 0.6-0.9 mm.

2.5.2.2 Extrusién plana

Alternativamente las peliculas compuestas con composiciones equivalentes a las del
mezclado intensivo se obtuvieron por extrusion plana empleando al efecto una extrusora DSM
Xplore 15 Micro Compounder operada a 165-170-175°C a una velocidad de tornillo de 90 rpm
durante 3 min. Estas peliculas fueron desarrolladas en conjunto con el Laboratorio de Ciencia
y Tecnologia de Materiales del Departamento de Ingenieria Civil y Ambiental en la Facultad
de Ingenieria de la Universita degli Studi di Perugia, Italia, en condiciones adaptadas de

contribuciones previas del grupo (Yang et al., 2015; Yang et al., 2016a; Yang et al., 2018).
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2.6 Caracterizaciéon de las peliculas compuestas de acido
polilactico y nanocelulosas

2.6.1 Opacidad

Se midié la absorbancia a 600 nm de la pelicula de PLA y de las peliculas compuestas
utilizando un espectrofotometro UV-visible Shimadzu modelo UV-1650pc. Para el célculo de
la opacidad se empled la ecuacion 2.7:

Opacidad = Aiﬁ (2.7)

donde Asoo €5 el valor de la absorbancia a 600 nmy x es el espesor de las peliculas expresado
en milimetros (Abd EI-Rehim et al., 2018; Patwa et al., 2019; Pirinc et al., 2020).

2.6.2 Colorimetria

El color de las peliculas se evalud utilizando un colorimetro Minolta (CR-20, Konica Minolta,
Inc., Tokio, Japdn) previamente calibrado con una placa reflectante blanca. Las mediciones
se expresaron como coordenadas colorimétricas en la escala CIELAB, y las diferencias de

color, tomadas como la distancia euclidiana en el espacio CIELAB (AE), se calcularon
utilizando la ecuacion 2.8:

AE =VAL*2 + Aa*? + Ab*2  (2.8)

donde la coordenada L (Luminosidad) varia desde 0 (negro absoluto) hasta 100 (blanco
absoluto); la coordenada a varia de -128 a 128 y describe la posicion del color en el eje rojo-
verde, con valores positivos que indican tonos rojos y valores negativos que indican tonos

verdes; y la coordenada b varia de -128 a 128 y describe la posicion del color en el eje amarillo-
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azul, con valores positivos que indican tonos amarillos y valores negativos que indican tonos

azules.

2.6.3 Microscopia electronica de barrido

Las peliculas de PLA y las peliculas compuestas se crio-fracturaron a temperatura de
nitrégeno liquido y se metalizaron con una delgada capa de oro previo a su observacion en
un microscopio electrénico de barrido con emision de campo FEG Quanta 250 (Estados
Unidos) operado a un voltaje de aceleracion de 5 Kv. El mismo se encuentra en el

Departamento de Mecanica del Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI).

2.6.4 Espectrometria de energia dispersiva de rayos X

Para conocer la distribucion local de los elementos presentes en las superficies de fractura
de las peliculas se utiliz6 nuevamente el microscopio electrénico de barrido Phenom World
ProX, operado a 15 kV y equipado con un detector de energia dispersiva de rayos X Silicon
Drift.

2.6.5 Macroscopia

Todas las peliculas compuestas fueron visualizadas en una lupa estereoscépica Hokenn
(China) que se encuentra en el Laboratorio de Materiales y Estructuras del Departamento de

Estabilidad de la Facultad de Ingenieria de la UBA.

2.6.6 Caracterizacion mecanica en traccion

Para la caracterizacibn mecanica de las peliculas obtenidas se llevaron a cabo ensayos de
traccion uniaxial en un dinamémetro INSTRON 5985 con una celda de carga de 1kN, operado
a una velocidad de cruceta de 5 mm/min. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente
sobre 6 a 10 probetas tipo IV (segun la norma ASTM D638, “Standard Test Method for Tensile
Properties of Plastics”). A partir de las curvas de tension en funcién de la deformacién

correspondientes a cada ensayo se obtuvieron los valores del modulo de Young (como la
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pendiente al origen), de resistencia a la traccion (como la tension méaxima) y de la deformacién

a la rotura.

2.6.7 Estudio del comportamiento térmico

Las propiedades térmicas de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas con
distintas nanocelulosas fueron analizadas utilizando un calorimetro diferencial de barrido
Shimadzu DSC-60. Inicialmente, se realizé un calentamiento de 25°C a 200°C a una velocidad
de 10°C/min y se mantuvo esta temperatura durante 2 minutos para borrar el historial térmico
de las muestras. Seguidamente las muestras se enfriaron hasta -25°C a 10°C/min, y
finalmente se efectu6 un segundo calentamiento a 10°C/min hasta 200°C. Las temperaturas
de cristalizacion en frio (Tcc) y de fusion (Tm) se determinaron como el valor maximo del pico
exotérmico y endotérmico, respectivamente, y la temperatura de transicion vitrea (Tg) se
obtuvo del escaneo de enfriamiento. La cristalinidad de las peliculas se calcul6 a partir de los

valores obtenidos durante el primer calentamiento utilizando la ecuacién 2.9:

AHm—-AHcc

0, -
X (%) = AHmMO+WPLA

X 100 (2.9)

donde AHm y AHcc son las entalpias de fusion y cristalizacion, respectivamente, AHmMO es la
entalpia de fusion del PLA 100% cristalino, con un valor promedio de 93.7 J/g (Fischer,

Sterzel y Wegner, 1973), yWPLA es la fraccion en peso de PLA en la muestra.

2.6.8 Permeabilidad al vapor de agua

Los ensayos de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas compuestas se llevaron a
cabo siguiendo las recomendaciones de la norma ASTM E9E/E96M-15, “StandardTest
Methods for Water Vapor Transmission of Materials”. Para esto, se utilizaron dispositivos de
acrilico conteniendo un agente desecante (CacCl,, Cicarelli) en cuya parte superior se ubicaron
las peliculas cubriendo un orificio de didametro estandarizado de 3.8x10* m2. Todos los

dispositivos se colocaron en una camara de temperatura y humedad constante Memmert
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modelo HPP110 (Alemania) mantenida a una temperatura de 25°C y una humedad relativa
de ~50%. Los sistemas se pesaron durante un periodo de 10 dias consecutivos y de los datos
obtenidos se determind la tasa de transmision de vapor de agua (WVTR) a través de la
muestra hacia el desecante. Con este valor, se calcul6 la permeabilidad al vapor de agua
(WVP) en unidades de kg/msPa, utilizando la ecuacién 2.10:

Permeabilidad al vapor de agua = (WVTR = P « RH) = x (2.10)

donde WVTR se calcula como la relacién entre la pendiente de la recta del grafico de peso en
funcion del tiempo (kg/s) y la superficie de la celda (m?), P es la presién de vapor de saturacion

del agua (Pa), RH es la humedad relativa en el desecador y x es el espesor de la pelicula (m).

2.6.9 Tasa de transmisién de oxigeno

Los valores de tasa de transmision de oxigeno (OTR) (cc/m?/dia) se determinaron
utilizando un analizador de permeacién de oxigeno (Systech Instruments, modelo 8500,
Metrotec, Espafa), siguiendo las recomendaciones de la norma ASTM F2622-08E1,
"Standard Test Method for Oxygen Gas Transmission Rate Through Plastic Film and Sheeting
Using Various Sensors". Las muestras se colocaron en la cAmara de difusién a (25+1)°C, y
se introdujo oxigeno puro (99.9%) en la mitad superior de la cAmara, y nitrégeno en la mitad
inferior, donde se ubico el sensor de oxigeno. Este ensayo se llevé a cabo en el Laboratorio
de Ciencia y Tecnologia de Materiales del Departamento de Ingenieria Civil y Ambiental
(Italia).

2.6.10 Desintegracién bajo condiciones de compostaje simuladas en

laboratorio

Los experimentos de desintegracion de las peliculas se llevaron a cabo bajo condiciones
simuladas de compostaje en laboratorio siguiendo las recomendaciones de la norma 1SO-
20200:2004, “Determination of the degree of disintegration of plastic materials under simulated

composting conditions in a laboratory-scale test”. Para esto, se preparé una mezcla de
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compost maduro (10% p/p) con residuos bioldgicos sintéticos que incluian aserrin (40% p/p),
alimento para conejos (30% p/p), almidén de maiz (10% p/p), sacarosa (5% p/p), aceite de
maiz (4% p/p) y urea (1% p/p). Se fij6 el contenido de agua del sustrato en 55% (p/p).

Para el estudio se utilizaron fracciones de peliculas de 25 mm x 25 mm, las cuales se
enterraron a una profundidad de 40-60 mm en cajas de vidrio perforadas conteniendo la
mezcla de compost. Los sistemas fueron incubados a 58°C durante 17 dias en una estufa de
cultivo Faeta IS 2300C (Argentina), asegurando condiciones aerébicas mediante un mezclado
periédico. Se emplearon dos réplicas de cada muestra, las cuales fueron ubicadas en
bandejas separadas. Las muestras se recuperaron a diferentes intervalos de tiempo, se
lavaron con agua destilada y se secaron a 37°C durante 24 horas, antes de ser pesadas. La
evolucion del proceso se representd graficamente a partir del grado de desintegracion (D),
normalizando la diferencia entre la masa inicial (m0) y la masa recuperada (mr) con respecto

a la masa inicial (ecuacion 2.11) en funcion del tiempo.
D =00 ¥ 100 (2.11)
mo
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CAPITULO 3:
OBTENCION Y CARACTERIZACION DE
NANOCELULOSAS
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RESUMEN

En el presente capitulo se resumen los resultados correspondientes a la obtencion y
caracterizacion de las nanocelulosas nativas (es decir, sin modificacion quimica) que se usara
en esta tesis para el desarrollo de materiales compuestos de matriz polimérica. Las mismas
incluyen nanocelulosa bacteriana aislada de un subproducto de la elaboracion de Kombucha
(BNC), y nanocelulosa vegetal obtenida a partir de cascara de arroz (VNC). Se resumen los
resultados de su caracterizacion morfolégica, estructural y térmica de las mismas, en
comparacion con nanocelulosa bacteriana producida por Komagataeibacter xylinus y con

celulosa microcristalina comercial, respectivamente.
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3.1 Introduccidn

Como se menciond en la introduccion general de esta tesis, la celulosa es un polimero
natural sumamente abundante en la naturaleza proveniente principalmente de fuentes
vegetales como la madera y las fibras naturales. La celulosa también se puede obtener de
otros organismos tales como algunas especies de algas, ciertos animales marinos llamados
tunicados o ser sintetizada por bacterias especificas (Charreau, Cavallo & Foresti, 2020;
Dufresne, 2013; Moon et al., 2011; Nzihou, 2020).

Respecto de los nanomateriales de celulosa o “nanocelulosas”, la norma ISO/TS
20477:2017 define dos tipos principales: las nanofibrillas de celulosa y los nanocristales de
celulosa. Las nanofibrillas de celulosa exhiben dos dimensiones externas similares en la
nanoescala y una tercera dimension significativamente mayor, estdn compuestas por celulosa
con al menos una fibrilla elemental y contiene regiones cristalinas, paracristalinas y amorfas.
Se caracterizan por tener una relacién de aspecto > 10, longitudes de hasta 100 micrones y
una seccion transversal de 3-100 nm. Puede contener separaciones longitudinales,
entrelazamiento entre particulas o estructuras similares a redes. Por su parte, los
nanocristales de celulosa son nano-objetos con estructuras cristalinas compuestas de
celulosa con al menos una fibrilla elemental, que contiene predominantemente regiones
cristalinas y paracristalinas. Exhiben una relacién de aspecto >5 y <50, longitudes que van
desde 100 nm hasta varios micrones y una seccion transversal de 3-50 nm. Generalmente no
exhiben separaciones longitudinales ni entrelazamiento entre particulas ni estructuras
similares a redes. En cuanto a la nanocelulosa bacteriana, esta conformada por nanofibrillas
de celulosa con secciones transversales de 20 a 100 nm y longitudes en el rango micrométrico
(Klemm et al., 2011; Moon et al., 2011).

En la presente tesis se aislé nanocelulosa bacteriana a partir de un subproducto de la
industria creciente del té de Kombucha, y nanocelulosa vegetal a partir de cascara de arroz,
dos descartes/subproductos de la industria alimentaria de nuestro pais con potencial de
valorizacién. En los parrafos que siguen se resumen los antecedentes mas relevantes sobre

las nanocelulosas bacterianas y de origen vegetal empleadas en este trabajo.

La nanocelulosa bacteriana (BNC) es quimicamente igual a la celulosa de origen vegetal.
Sin embargo, a diferencia de ella, no requiere pasos exhaustivos de purificacion ya que es
sintetizada por bacterias especificas desprovista de lignina, hemicelulosas y demas
compuestos presentes en los materiales lignocelulésicos de origen vegetal. Las bacterias

productoras como Komagataeibacter xylinus secretan nanofibrillas de celulosa que se asocian
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en el medio extracelular para formar nanocintas de seccion rectangular nanométrica y longitud
micrométrica (Dufresne, 2013). En cultivos estaticos estas nanocintas se entrelazan para dar

lugar a una membrana altamente hidratada ubicada en la interfaz medio de fermentacion-aire.

En la produccion microbiana de nanocelulosa los costos del medio de cultivo convencional
de uso en laboratorio como el medio Hestrin-Schramm o HS (Hestrin & Schramm, 1954)
pueden resultar prohibitivos para la produccién a gran escala de BNC. Por tal motivo, en las
Ultimas tres décadas se han publicado numerosas investigaciones que evaltan el uso de
descartes y subproductos agroindustriales y de la industria forestal y alimentaria como fuentes
de carbono y nitrogeno alternativas para formular el medio de cultivo (Andriani, Apriyana &
Karina, 2020; Fernandez Corujo et al., 2016). Entre ellos se encuentran extractos de pieles
de fruta como banana, melén, anana; melaza de remolacha, melaza de cafia, suero de soja,
suero de queso, glicerol de biodiesel, licor de pulpa de sulfito, licor de maceracion de maiz,
etc. Las materias primas mencionadas son generalmente ricas en azlcares como glucosa,
fructosa, lactosa, sacarosa y xilosa (Fernandez Corujo et al., 2016; Ullah et al., 2021). Los
medios de cultivo que contienen las fuentes de carbono descriptas generalmente se
complementan con extracto de levadura, peptonas y/o sulfato de amonio como fuentes de
nitrégeno. El macerado de maiz, la urea y el hidrolizado de pescado también se han utilizado

con este propdsito, aunque en menor medida (Fernandez Corujo et al., 2016).

El grupo de Biotecnologia y Materiales Biobasados del Instituto de Tecnologia en
Polimeros y Nanotecnologia (ITPN) cuenta con amplia experiencia en la produccion de BNC
empleando la cepa pura de Komagataeibacter xylinus NRRL B-42 en medio HS y otros medios
enriquecidos con macerado de maiz y fuentes de carbono variables (jarabe de glucosa, jarabe
de maiz de alta glucosa, jarabe de maiz de alta fructosa, glicerol analitico, glicerol residual de
la produccion de biodiesel, orujo de uva y melaza de cafia, entre otros), tanto en condiciones
estéticas como en cultivo agitado. Asimismo, el grupo impulsé la constitucion de una empresa
de base tecnoldgica (EBT) para la produccién de BNC a escala piloto (Nanocellu-ar S.R.L)
ubicada en Haedo, provincia de Buenos Aires (EMPRETECNO-PAEBT n.° 101,

http://nanocelluar.com.ar/).

Por otra parte, el creciente mercado de la Kombucha -bebida producida mediante la
fermentacion de té empleando un cultivo simbiético de bacterias y levaduras (SCOBY,
Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast), también presenta una oportunidad para el
aislamiento de nanocelulosa bacteriana ya que algunos de los microorganismos que
conforman el consorcio microbiano que lleva a cabo la fermentacion son bacterias productoras

de BNC (Laavanya, Shirkole & Balasubramanian, 2021). La produccion de Kombucha
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normalmente se realiza utilizando medios acuosos con concentraciones de té y de azlcar de
alrededor del 0.5-1.0% (p/v) y del 5-10% (p/v), respectivamente (da Silva et al., 2022). Al cabo
de algunos dias, en la superficie aireada del recipiente de fermentacion se puede ver una
membrana flotante constituida por nanocintas de celulosa. En la elaboracion casera de
Kombucha es comun que la pelicula de celulosa flotante producida durante la fermentacion
del té se reutilice (ya sea en su totalidad o solo una parte de ella) como in6culo para el
siguiente lote. En instalaciones a mayor escala, en cambio, generalmente se utiliza té
previamente fermentado como indculo, por lo que dichas peliculas se descartan. En cuanto a
los intervalos de fermentacion y las temperaturas utilizadas, la mayoria de las contribuciones
de la bibliografia mencionan cultivos durante 7-20 dias, a temperaturas que oscilan entre 18°C
y 30°C (Coelho et al., 2020; Kim & Adhikari, 2020; Laavanya et al., 2021).

Independientemente del origen de la nanocelulosa bacteriana (cultivo de una cepa Unica
de K. xylinus o aislamiento a partir de la membrana flotante generada durante la produccion
de Kombucha), la recuperacion de la BNC luego del tiempo de incubacion requiere de la
remocion de los restos celulares y del medio de cultivo remanente atrapados en la membrana.
Para esto, suelen emplearse tratamientos con alcali diluido (NaOH o KOH 2-5% (p/v)) y
posteriores enjuagues con agua destilada hasta alcanzar su pH original (Abd El-Salam, 2012;
Dima et al., 2017). Menos frecuentemente se ha reportado el uso de NaOH combinado con
NaClO; o H,O; (Abd El-Salam, 2012; Amarasekara, Wang & Grady, 2020). En algunos
trabajos también se ha comparado el efecto de soluciones alcalinas con el uso de agua
Unicamente en la purificacion de BNC, demostrandose que el tratamiento alcalino fue mas
eficiente para la remocioén de los restos celulares y del medio de cultivo (de Sousa et al.,
llevarse a cabo sobre la pelicula entera de BNC o combinarse con algin método de ruptura

mecanica de la membrana (Dima et al., 2017).

Dada la proliferacién en los ultimos afios en nuestro pais y en el mundo de empresas de
Kombucha que exceden la escala artesanal, esta tesis propone valorizar el
descarte/subproducto celuldésico del proceso de elaboracién de la bebida mediante el
aislamiento de nanocelulosa bacteriana. Anteriormente, la membrana entera de BNC
generada durante la produccion de Kombucha fue empleada por otros investigadores en la
formulacion de compuestos con polimetilmetacrilato polimerizado por emulsién (Oliver-
Ortega et al., 2021), en la creacion de peliculas plastificadas con glicerol (Ramirez Tapias et
al., 2020), en la elaboracion de prendas ecoldgicas como alternativa a telas no biodegradables
(Kaminski et al., 2020), y en la fabricacion de apositos para heridas (El-Wakil et al., 2019),

entre otros usos. También hay unas pocas contribuciones que aislaron las nanocintas de
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celulosa de la membrana mediante tratamientos con &lcali en distintas concentraciones
combinados con procesos de microfluidizacién, atomizacion y molienda coloidal, evaluando el
grado de purificacion, el tamafio y el aspecto de las nanofibrillas de celulosa aisladas y las
propiedades fisicoquimicas de los productos intermedios y finales (Dima et al., 2017).

En la segunda parte de este capitulo se aborda la obtencién de nanocelulosa vegetal (VNC)
a partir de cascara de arroz, un subproducto agricola derivado del proceso de molienda del
arroz que representa aproximadamente el 20% del peso total del grano. Tradicionalmente, la
cascara de arroz se emplea como biomasa para la combustion, pirdlisis o gasificacion; como
aislante en la industria siderargica, y otra parte se descarta ya que su elevado contenido de
silice (SiO,) la vuelve indigerible para el consumo animal. Asi la cascara de arroz resulta un
contaminante ambiental abundante (Esa, Ling & Peng, 2013) cuya valorizacion resulta de

interés.

En el caso particular de la cascara de arroz (que se utiliza en esta tesis) la misma se halla
disponible en los arrozales en grandes cantidades (Luduefia et al., 2013). Su recoleccion y
eliminacion es dificil y generalmente se prefiere su dispersion en el campo junto a la paja
(Sinha et al., 2020). Segun los datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (ONUAA), la produccion mundial de arroz alcanzo6 los 516
millones de toneladas en marzo de 2023, ubicando a este cultivo en el cuarto lugar entre los
mas producidos a nivel mundial. China lidera la lista con 211 millones de toneladas, seguida
por India con 178 millones de toneladas. En América del Sur, Brasil encabeza la produccion
contribuyendo con el 1.5% del total mundial. Argentina, por su parte, ha experimentado un
notable aumento en su produccion en la Ultima década, alcanzando 1.6 millones de toneladas
anuales, lo que representa un aumento del 121%, acompafiado de un incremento del 16% en

los rendimientos (https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/sisa arroz 2022 2023.pdf).

La abundancia de este cultivo y su dificil eliminacion resaltan la necesidad de explorar
métodos alternativos para agregar valor a este desecho agroindustrial, por lo que en la
bibliografia se pueden encontrar numerosos trabajos en los que se exploré la purificacion de

celulosa y silice a partir de este residuo.

En cuanto a los antecedentes de obtencion de nanocelulosas a partir de cadscara de arroz,
en la bibliografia se han reportado diversos tratamientos quimicos disefiados para eliminar los
componentes que rodean la celulosa y para facilitar el aislamiento de las nanofibrillas. Los
procedimientos reportados inician con pasos de lavado, secado y molienda de la cascara de
arroz, y el material particulado se trata posteriormente con soluciones alcalinas (Collazo-
Bigliardi, Ortega-Toro & Boix, 2018; Islam et al., 2018; Johar, Ahmad & Dufresne, 2012;
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Rosa et al., 2012; Wang et al., 2016) promoviendo la disolucion de polisacaridos solubles
como las hemicelulosas y también los extractivos de bajo peso molecular. A continuacion, se
lleva a cabo un proceso de blanqueamiento utilizando diferentes agentes oxidantes como
NaClO2, NaClO o NaHSOs (Islam et al., 2018; Johar et al., 2012; Marin et al., 2015) con el
fin de eliminar moléculas como la lignina y otros polifenoles. En el marco de extracciones de
celulosas sin compuestos clorados se han realizado también tratamientos combinando NaOH
con H.0O; (Rosa et al., 2012; Wang et al., 2016). Algunas contribuciones reportaron, ademas,
post-tratamientos con acido clorhidrico (HCI) para remover componentes o para contribuir a
exfoliar la fibra (Castro-Guerrero et al., 2016; Delgado, 2020; Luduefia et al., 2013; Marin
et al., 2015; Onoja, Ahemen & lorfa, 2019).

Seguidamente a la purificaciéon de la celulosa, los protocolos de obtencién de nanofibrillas
de celulosa a partir de cascara de arroz involucran tratamientos mecanicos intensivos, como
por ejemplo desfibrilacion empleando un molido coloidal (Jung et al., 2021), u
homogeneizacién de alta presion (Samsalee, Meerasri & Sothornvit, 2023). Delgado et al.
(2021) emplearon este tratamiento para la obtencion de nanofibrillas de celulosa de cascara
de arroz que se utilizaron posteriormente como refuerzo de peliculas de biomasa de levadura
(Delgado et al., 2021).

En las paginas que siguen, se presentan los resultados de la obtencion y caracterizacion
de las nanocelulosas nativas que se utilizan para desarrollar las peliculas compuestas en los
siguientes capitulos. Estas nanocelulosas incluyen nanocelulosa bacteriana aislada del
subproducto celuldsico de la Kombucha y hanocelulosa vegetal aislada a partir de cascara de

arroz.

3.2 Resultados y discusion
3.2.1 Nanocelulosa bacteriana (BNC)
3.2.1.1 Obtencién de BNC

Como se describio en la introduccion del capitulo, la fuente de nanocelulosa bacteriana
seleccionada en esta tesis fue un subproducto de la elaboracién de Kombucha, una bebida

fermentada de creciente produccién y consumo en el pais. Concretamente, se trabajo con las
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membranas flotantes que crecen en la superficie del medio de cultivo durante la fermentacion

del té como ya se menciono.

Para la produccion del té de Kombucha se obtuvo el in6culo (SCOBY) de una fabrica de
la bebida de la zona de CABA (Aloha Fermentos, Argentina); y se puso a punto la
fermentacién en cultivo estatico en el laboratorio utilizando como medio de cultivo té negro
endulzado con glucosa. El medio de fermentacion y las condiciones de cultivo fueron
analogas a las utilizadas en la fabrica, a excepcion del tiempo de fermentacién que se
extendio a 14 dias para aumentar la produccion de nanocelulosa. Los detalles del proceso
fueron descriptos en el capitulo de materiales y métodos.

Figura 3.1. Peliculas flotantes desarrolladas en la interfaz aire-liquido durante la produccién de té

de Kombucha a distintos dias de fermentacion.

La Figura 3.1 muestra imagenes de las membranas desarrolladas en la interfaz aire-medio
de cultivo en funcién del tiempo de fermentacion. A los 3 dias de sembrado el indculo ya puede
observarse una delgada pelicula que ocupa toda la superficie aireada del medio de
fermentacién. Dado que las bacterias productoras de nanocelulosa son aerobicas, la pelicula
de celulosa se forma Unicamente en la interfaz aire-liquido y se adapta a la forma del

contenedor. El grosor de la pelicula flotante aumenta con el tiempo de cultivo.
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Figura 3.2. Pelicula flotante desarrollada en la interfaz aire-liquido durante la produccion de té de

Kombucha recuperada luego de 14 dias de cultivo.

La Figura 3.2 corresponde a una membrana tipica recuperada luego de 14 dias de cultivo,
con espesores en torno a 2-3 cm. La produccion en términos de peso himedo de membrana
por unidad de volumen de medio de cultivo utilizado estuvo en torno a 500 g/L. Debido al alto
poder de retencion de liquido caracteristico de las redes de nanofibrillas de celulosa (Abba et
al., 2017; Nyakuma et al., 2022), el contenido de soélidos de las membranas es como maximo
del 5%. Por otro lado, el color marrén de la membrana observado en la figura ha sido atribuido
a la presencia de melanoidinas resultantes de la reaccioén de Maillard entre los grupos amino
de las proteinas y los grupos carbonilo de los azlUcares reductores presentes en el té (Dima
et al., 2017; Wang, Qian & Yao, 2011).

Las membranas obtenidas fueron purificadas por distintos tratamientos adaptados de la
bibliografia, a fin de remover las células y los remanentes del medio de cultivo que pudieran
haber quedado atrapados en la red intrincada de nanocintas de celulosa. Si bien se conoce
gue la remocién de residuos no celuldsicos y microorganismos generalmente se ve facilitada
por tratamientos alcalinos, en este trabajo de tesis también se evalu6 la efectividad de
protocolos que solo implicaron sucesivos lavados con agua. Los tratamientos implementados
y los nombres de los materiales recuperados (“BNC - Kombucha A”; “BNC - Kombucha B” y
“BNC - Kombucha C”) se resumen en la Tabla 3.1. Debido a la capacidad de hinchamiento
de la celulosa, en todos los casos se obtuvieron suspensiones con apariencia de gel, con

contenidos de solidos entre 1.0 y 1.5%.
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Tabla 3.1. Protocolos de purificacion de la pelicula flotante y muestras de BNC - Kombucha

recuperadas.
Tratamiento de . . Nombre
o Lavados Tratamiento Temperatura Tiempo del
purificacion . o
empleado con agua alcalino (°C) (h) produ_cto
obtenido
“BNC -
Protocolo A Si - 20 - Kombucha
A”
500 g de
membrana “BNC -
Protocolo B Si entera/l L de 70 4 Kombucha
solucién de B”
NaOH 0.5 M
500 g de
membrana “BNC -
Protocolo C Si licuada/l L de 20 14 Kombucha
solucién de (03
KOH 0.9 M

El protocolo A consistié en diez etapas de lavado de las membranas con agua corriente a
temperatura ambiente, en una relacién 500 g de membrana/l L de agua, sin tratamiento
alcalino posterior. Por otro lado, el protocolo B se adapté de Oliver-Ortega et al. (2021),
guienes lo aplicaron a membranas enteras obtenidas tras una fermentacion de 14 dias a
temperatura ambiente de té negro (10 g/L) endulzado con 60 g/L de glucosa. La purificacion
de la celulosa consistié en colocar las peliculas lavadas en una solucion de NaOH 0.5 M a
70°C durante 4 horas (Oliver-Ortega et al., 2021). Seguidamente, se realizaron sucesivos
lavados con agua destilada a temperatura ambiente hasta registrar el pH del agua destilada
en las aguas de lavado. Por dltimo, en el protocolo C las membranas lavadas con agua
corriente fueron licuadas en una solucién de KOH 0.9 M durante 4 minutos, conservadas en
alcali durante 14 horas a temperatura ambiente y por Ultimo enjuagadas exhaustivamente con
agua destilada. Este protocolo es aplicado habitualmente en el ITPN para remover restos de
medio de cultivo y lisar las células en la produccién convencional de BNC utilizando una cepa
tnica de K. xylinus (Avila Ramirez et al., 2019; Cerrutti et al., 2016; Vazquez et al., 2013).

En las paginas que siguen se describen los resultados de la caracterizacion morfolégica,
estructural y térmica de la membrana celuldsica flotante recuperada de la produccion de

Kombucha previo a cualquier tipo de lavado y purificaciéon (“Pelicula flotante no purificada”) y
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de los materiales obtenidos siguiendo cada protocolo de purificacién (“BNC - Kombucha A”,
“‘BNC - Kombucha B” y “BNC - Kombucha C”). Los resultados en todos los casos se comparan
con aquellos obtenidos para la BNC producida convencionalmente en el grupo de trabajo
usando una cepa pura de K. xylinus (“BNC - K. xylinus”) en un medio de cultivo de glicerol y
macerado de maiz bajo condiciones de fermentacion optimizadas en trabajos previos y
purificada por el protocolo C (referencia) segun se indicé en el capitulo de materiales y
métodos (Avila Ramirez et al., 2019; Cerrutti et al., 2016; Vazquez et al., 2013).

3.2.1.2 Caracterizacion de BNC

La Figura 3.3 agrupa fotografias y micrografias SEM de las distintas muestras. En las
fotografias se evidencia una reduccion progresiva del color marrén caracteristico de la pelicula
flotante original, segun el protocolo de purificacion implementado. Otros investigadores
relacionaron esta disminucion en la coloracién marrén con la eliminacién de las melanoidinas
residuales de la fermentacion. Dima et al. (2017) emplearon soluciones de NaOH 1M y 4M
para la purificacién de peliculas flotantes similares a las obtenidas en este trabajo de tesis
obtenidas mediante la fermentacion de té verde endulzado con jarabe de maiz de alta fructosa
durante 30 dias a 23°C. Los autores observaron que el tratamiento con la solucion alcalina de
menor concentracion resultd en una membrana de color beige claro, mientras que el
tratamiento con la solucién alcalina de mayor concentracion permitié remover por completo
los compuestos coloreados (Dima et al., 2017).
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Figura 3.3. Fotografias y micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido de la
pelicula flotante no purificada desarrollada durante la produccion de Kombucha, muestras de BNC -
Kombucha recuperadas de la purificacion de la pelicula mediante los tratamientos A, By C; y BNC

producida por K. xylinus.
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En cuanto a las micrografias de la pelicula flotante no purificada recolectada de la superficie
del té fermentado (Figura 3.3, fila superior), se pueden distinguir en las imagenes algunas
células bacterianas, asi como cintas de celulosa bacteriana tipicas de longitud micrométrica y
ancho nanométrico entrelazadas dentro de una matriz continua. Observaciones similares
fueron previamente reportadas por otros autores abocados a la caracterizacion de las
peliculas flotantes de la produccion de Kombucha. Siguiendo el trabajo de Dima et al. (2017),
los autores observaron en las micrografias de la membrana sin tratamiento la presencia de
conglomerados celulésicos orientados azarosamente, rodeados por una fase homogénea que
asociaron a melanoidinas (Dima et al., 2017). Resultados similares fueron informados por de
Sousa et al. (2021) para membranas cultivadas durante 7-10 dias de fermentacién de té negro
a temperatura ambiente (de Sousa, 2021). Por otro lado, Ramirez Tapias et al. (2020) también
observaron mediante microscopia que las superficies de las peliculas obtenidas al fermentar
té negro endulzado con sacarosa durante 21 dias a 22°C mostraban una matriz homogénea

y continua de melanoidinas y nanofibrillas en forma de cinta (Ramirez Tapias et al., 2020).

Por otro lado, en la Figura 3.3 (filas centrales) las micrografias de las muestras de BNC
recuperadas mediante los distintos protocolos de purificacion muestran nanocintas
entrelazadas, con la morfologia caracteristica de las nanofibrillas de celulosa bacteriana, y
similares a las obtenidas empleando la cepa pura de K. xylinus (Gltima fila de la figura). Segun
mediciones realizadas con el programa ImagedJ, en todos los casos las nanocintas
presentaron anchos de 60+20 nm y largos de varios micrones. En algunas de las micrografias,
especialmente en la muestra BNC - Kombucha A, donde solo se lavé la membrana con agua
a temperatura ambiente, también se pueden distinguir algunas células bacterianas. La
presencia de microorganismos en membranas lavadas Unicamente con agua también fue
reportada por de Sousa et al. (2021). Sin embargo, en las micrografias correspondientes a la
nanocelulosa obtenida después de aplicar un tratamiento alcalino a la membrana (NaOH
0.5M; 80°C; 15 min), los autores indicaron que los restos celulares lograron ser removidos (de
Sousa et al., 2021).

El espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de la pelicula flotante no purificada
(Figura 3.4) exhibe absorbancias tipicas de la celulosa bacteriana presentes en el espectro
de BNC - K. xylinus, tales como aquellas encontradas en la regién de 3700-3000 cm™ que
corresponden a la vibracién de estiramiento de los enlaces O-H presentes en carbohidratos;
bandas en el intervalo de 3000-2800 cm atribuidas al estiramiento de enlaces C-H presentes
en grupos metilo y metileno de la celulosa; y sefiales menos definidas dentro del rango 1450-
900 cm asociadas con la flexién simétrica de CH; y con la flexiéon en el plano de los grupos -

OH, con la unién C-O-C del enlace glicosidico (1170-1060 cm™) y con la banda tipica del
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enlace tipo B presente en polimeros de glucosa (898 cm™). La absorbancia centrada en 1640
cm? estd asociada con la flexién de los grupos -OH de moléculas de agua adsorbidas
(Cerrutti et al., 2016; Song, Birbach & Hinestroza, 2012; Wang et al., 2013).

Pelicula flotante no purificada

\ /" BNC-KombuchaA s—
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Figura 3.4. Espectros infrarrojo de la pelicula flotante no purificada, muestras de BNC - Kombucha

recuperadas de los tratamientos A, B y C; y BNC producida por K. xylinus.

Ademas, la pelicula flotante también muestra otras bandas de absorcion que no son tipicas
de la celulosa y que no se encuentran en la BNC - K. xylinus. Por ejemplo, aquellas
observadas entre 1780 y 1740 cm™ que fueron previamente asignadas al estiramiento del
enlace C=0 de ésteres de compuestos remanentes de la fermentacion (como acetatos), y
otras bandas relacionadas con la presencia de proteinas, acidos nucleicos y residuos
celulares, como las observadas en el rango de 1560-1510 cm™ (encerradas en un circulo), a
menudo atribuidas a grupos -NH de amida Il en proteinas. En el espectro infrarrojo de la
membrana sin purificar, Dima et al. (2017) reportaron la presencia de una banda adjudicada
resultados similares a partir del andlisis del espectro infrarrojo de una pelicula sin purificar
obtenida por fermentacion durante siete dias en condiciones estaticas de un medio de cultivo
preparado con té verde endulzado con sacarosa y conteniendo extracto de levadura
(Sederaviciute et al. 2019).
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En cuanto a las muestras recuperadas de los tres protocolos de purificacion
implementados, todos los espectros muestran las absorbancias tipicas de la celulosa
previamente mencionadas, que coinciden con las bandas observadas en la muestra de BNC
- K. xylinus tomada como referencia. Ademas, en la muestra BNC - Kombucha A, todavia se
esboza la banda de absorcion asociada con el estiramiento de C=0 de compuestos de acetato
(alrededor de 1730 cm™), asi como la banda relacionada con los grupos -NH de amida Il en
proteinas (alrededor de 1530 cm™) descriptas para la pelicula flotante no purificada. Lo
anterior sugiere que los lavados con agua no fueron suficientes para la eliminacién completa
de los residuos de fermentacion. En el espectro de BNC - Kombucha B también puede
identificarse una sefial muy pequefia centrada en 1730 cm™. En cambio, ninguna de las
sefales es evidente en el espectro de BNC - Kombucha C, en el que solo se observan las

sefales propias de la celulosa bacteriana.

Pelicula flotante no purificada

|/ N BNC-KombuchaA

BNC - Kombucha B

Intensidad (u.a.)

N \ BNC - Kombucha C

BNC - K. xylinus

10 15 20 25 30 35 40
26 (°)

Figura 3.5. Difractogramas de rayos X de la pelicula flotante no purificada, muestras de BNC -

Kombucha recuperadas de los tratamientos A, B y C; y BNC producida por K. xylinus.

La Figura 3.5 recopila los difractogramas de rayos X de todas las muestras (pelicula
flotante no purificada, muestras de BNC - Kombucha purificadas y BNC - K. xylinus). En todos
ellos se pueden identificar tres picos de difraccion principales centrados en 26 = 14.5°, 16.8°
y 22.7°. En las muestras de BNC - K. xylinus y en las muestras de BNC - Kombucha

recuperadas de los protocolos de purificacion se esbozan ademas sefiales mucho menos
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intensas en 20.5° y 34.5°. En el caso del difractograma de la pelicula no purificada, estos picos
no logran visualizarse con claridad debido a la presencia de impurezas remanentes de la

fermentacion, por lo que no se puede calcular el ICr.

Los picos descriptos son caracteristicos de la celulosa |, polimorfo propio de las celulosas
de origen natural. Si bien, independientemente de la fuente de la que se la extraiga se sabe
que en estas celulosas se da una coexistencia de los polimorfismos de la celulosa | del tipo la
y IB, la literatura indica que la celulosa de origen bacteriano suele contar con una mayor
contribucién del polimorfismo la; mientras que la celulosa vegetal esta mayormente

compuesta por celulosa I (French, 2014; Moon et al., 2011).

En efecto, el patrén de la BNC se corresponderia con el de la celulosa la propuesto por
French sobre patrones idealizados (French, 2014). Siguiendo la asignacién de los planos de
red propuestas por este autor, las sefiales observadas en la Figura 3.5 pueden asignarse
segun: 26=14.5° (plano 100), 16.8° (plano 010), 20.5° (planos 012 y 102, sefiales de baja
intensidad frecuentemente superpuestas), 22.7° (plano 110) y 34.5° (varios planos de red). La
presencia de estos picos de difraccion concuerda con lo reportado por estudios previos para
2019), asi como para BNC obtenida con K. xylinus (Avila Ramirez et al., 2019; Bi et al., 2014;
Cerrutti et al., 2016; French, 2014; Khan et al., 2021).

Los difractogramas de rayos X de la celulosa brindan informacién valiosa sobre la fraccion
de material cristalino presente. En los Ultimos noventa afos, la determinacién del indice de
cristalinidad de la celulosa (ICr) ha sido abordada a partir de diversas estrategias de
tratamiento de los difractogramas de rayos X, asi como también de los espectros de
resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido. El trabajo de Park et al. (2010)
resume las bases, alcances y limitaciones de algunos de los métodos mas utilizados al efecto,
destacando ademas las diferencias en los valores absolutos de ICr obtenidos segun el método
utilizado y la importancia de su consideracién a la hora de realizar comparaciones (Park et
al., 2010). Tres de las estrategias mas utilizadas en la literatura para determinar el ICr de la
celulosa se ejemplifican en la Figura 3.6 en difractogramas correspondientes a la muestra
BNC - K. xylinus.
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Figura 3.6. Difractogramas de rayos X
mas comunes para el calculo del indice de

del pico o método de Segal, (B) método de

20 25 30 35 40

de BNC producida por K. xylinus ilustrando los métodos
cristalinidad de la muestra (ICr): (A) método de la altura
deconvolucion y (C) método de sustraccion amorfa o de
las dos fases.

El primero de los métodos conocido como el método de la altura del pico o método de Segal

(en adelante “método 17”), es un método
propésito de realizar determinaciones se

entre muestras de celulosa. En este mét

empirico desarrollado por Segal et al. (1959) con el
ncillas del ICr que facilitaran una comparacién rapida

odo el indice de cristalinidad se obtiene a partir de la

resta entre la intensidad total (tomada como la altura del pico de maxima intensidad ubicado

en el plano de red 110 para la celulosa

la segun French, 2014) y la altura del minimo (lam)

entre los picos localizados en los planos 100 y 110 sobre la intensidad total (como se ilustra

en la Figura 3.6a). Aunque este método es util para comparar diferencias relativas entre

muestras, se conoce que no es adecuado para estimar valores absolutos de cristalinidad de
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una muestra de celulosa, ya que la posicion minima entre los picos 100 y 110 no siempre
coincide con la altura méxima de la sefial amorfa, cuya ubicacién puede variar. Ademas, este
enfoque se basa Unicamente en un pico como representacion de la region cristalina y otra
sefial como representativa de la region amorfa, sin considerar la contribucién de otros picos

ni sus anchos (Park et al., 2010).

El segundo método, conocido como el método de deconvolucién (en adelante “método 27),
consiste en modelar los picos observados en los difractogramas adquiridos con picos que se
ajustan a determinadas funciones. Para poder utilizarlo se requiere de un software capaz de
hacer el modelado como el utilizado en esta tesis (OriginPro 2021), y se deben hacer
suposiciones respecto de la forma y el numero de picos (Figura 3.6b). Para la deconvolucién
de los difractogramas se utilizan cominmente funciones Gaussianas, Lorentzianas y de Voigt,
y el ICr se calcula a partir de la relacion entre la suma del &rea de todos los picos cristalinos
y el area total. Segun Park et al. (2010), el maximo de la sefial amorfa se ubica alrededor de
21.5°. Una suposicion importante para este analisis es que la contribucion amorfa es el
principal contribuyente al ensanchamiento de los picos. Sin embargo, ademas del contenido
amorfo, existen otros factores intrinsecos que influyen en este ensanchamiento, como el

tamano del cristalito y la deformacién no uniforme dentro del cristal (Park et al., 2010).

El siguiente método de determinacion de ICr basado en los difractogramas de rayos X,
conocido como el método de sustraccion amorfa (en adelante “método 3”), fue establecido por
Ruland. EI mismo implica restar la contribucién amorfa del difractograma utilizando el espectro
de una muestra de celulosa amorfa estandar. Se han utilizado varios materiales como
estdndares amorfos, como por ejemplo celulosa molida o regenerada, cuyo difractograma se
resta del original luego de aplicar un factor de escala para que ninguna parte del difractograma
generado luego de la resta contenga una sefial negativa (Figura 3.6¢). El ICr se calcula
entonces como la relacion entre el area de la contribucién cristalina y el area total (Ruland,
1961).

Park et al. entre otros autores (Bernardinelli et al., 2015; Foston et al., 2011; Teeaar,
Serimaa, & Paakkarl, 1987), también describieron y emplearon el calculo del ICr a partir de
espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido (en adelante
“‘método 4”), el cual se explicara mas adelante es este capitulo. La bibliografia acuerda en que
dado que los métodos 2, 3 y 4 consideran las contribuciones de la celulosa amorfa y cristalina
de todo el espectro, son mas precisos que el método 1, que solo compara alturas relativas
(Ahvenainen et al., 2016; Nam et al., 2016; Salem et al., 2023). A pesar de esto, en un

andlisis realizado sobre 244 articulos publicados entre 2010 y 2014, se evidencié que el
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método méas comun para determinar la cristalinidad de la celulosa mediante DRX es el método
de la altura del pico o método de Segal (método 1), que fue utilizado en el 64% de los casos;
mientras que los métodos de deconvolucion de picos y de la sustraccion amorfa fueron
empleados en el 25% y el 2% de los articulos, respectivamente (Ahvenainen et al., 2016).
Para las nanocelulosas en general, y para la nanocelulosa bacteriana en particular, la revisiéon
de la bibliografia sugiere que el método 1 es usado alun en mayor proporcion que para la
celulosa, siendo definitivamente el método mas comun usado en la bibliografia para calcular

el ICr a pesar de las limitaciones descriptas.

En la Tabla 3.2 se exhiben los ICr calculados segun los métodos descriptos derivados del
andlisis de los difractogramas de rayos X para las muestras de BNC aisladas de la membrana
obtenida como subproducto de la elaboracion de Kombucha y purificadas mediante los
protocolos A, B y C. Los resultados se comparan con los obtenidos para la muestra BNC - K.
xylinus. El ICr de la pelicula flotante no purificada no se calcul6 debido a la presencia de

impurezas que podrian afectar los resultados.

Tabla 3.2. indices de cristalinidad (ICr) de las muestras de BNC - Kombucha recuperadas de los

tratamientos A, By C; y BNC producida por K. xylinus.

Muestra ICr (%, método 1) ICr (%, método 2) ICr (%, método 3)
BNC - K. xylinus 94+1 741 72+3
BNC - Kombucha A 94+1 771 71+3
BNC - Kombucha B 94+1 761 68+3
BNC - Kombucha C 94+1 771 72+3

En primera instancia, los indices de cristalinidad presentados en la Tabla 3.2 ilustran las
diferencias en los valores absolutos obtenidos con cada método, en acuerdo con lo descripto
por Park et al. (2010) y también alertado por otros autores que relevaron el tema y resaltaron
la imposibilidad de comparar valores de ICr calculados por distintos métodos (Salem et al.,
2023). En efecto, en acuerdo con la bibliografia, los ICr obtenidos empleando el método 1
fueron mas altos que aquellos calculados por los métodos 2 y 3, que tienen en consideraciéon
las contribuciones de la celulosa amorfa y cristalina de todo el difractograma. En cuanto a la
comparacion entre muestras, no se encontraron diferencias significativas en los valores de ICr
derivadas del protocolo de purificacién, para ningin método de calculo de la cristalinidad

empleado.
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Figura 3.7. (A) Curvas TG y (B) curvas DTG de la pelicula flotante no purificada, muestras de

BNC - Kombucha recuperadas de los tratamientos A, By C; y BNC producida por K. xylinus.

El andlisis termogravimétrico de la pelicula flotante no purificada se muestra en la Figura
3.7. La curva de pérdida de peso correspondiente (Figura 3.7a) muestra una primera pérdida
menor al 1% en el intervalo de RT-130°C, asociada con la pérdida de humedad. La siguiente
pérdida de peso observada en el rango de 150-290°C ha sido previamente atribuida a la
descomposicién de compuestos fenodlicos presentes en el té que permanecen en la pelicula
no purificada, asi como a fosfolipidos, proteinas, acidos nucleicos y restos celulares derivados
de microorganismos (Delgado et al., 2018; Xia et al., 2015). Esta segunda pérdida de peso
representa el 44% del peso total de la pelicula y resulta en un pico ancho en la curva de DTG
con una temperatura maxima de descomposicion centrada en 250°C (Figura 3.7b). Para la
pelicula flotante no purificada, el valor de Tonset -definida en este trabajo de tesis como la
temperatura a la que la muestra acumula una pérdida de masa del 10% respecto de la masa
inicial después de la deshidratacion- fue de 221°C. Por Ultimo, se observa una tercera pérdida
de peso del 18% en el intervalo de 290-420°C, con un valor de Tméax de 366°C, asociada con
el proceso principal de descomposicion de la celulosa (Cerrutti et al., 2016; Ramirez Tapias

et al., 2020), y un residuo a 800°C elevado.

Las curvas de TG y DTG de las distintas muestras de BNC - Kombucha y de BNC - K.
xylinus también se incluyen en la Figura 3.7. En las curvas de pérdida de peso (Figura 3.7a),
se puede observar que todas las muestras de BNC presentan dos eventos de

descomposicion: el primero que resulta en una pérdida de peso de aproximadamente el 4%
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desde condiciones ambientales hasta 130°C; asociado con la deshidratacion de las muestras
(Cerrutti et al., 2016); seguido de una gran pérdida de peso que ocurre principalmente en el
rango de 220-400°C, atribuida a la descomposicion de la celulosa (Ramirez Tapias et al.,
2020; Vazquez et al., 2013). El porcentaje de pérdida de peso asociado con este evento es
mucho mayor para las muestras de BNC purificada que para la pelicula flotante original, y es
consistente con los valores reportados en la bibliografia, al igual que las temperaturas
caracteristicas de la descomposicion térmica de la BNC. Bhattacharya et al. (2021), por
ejemplo, evaluaron la descomposicion térmica de la BNC producida por una cepa aislada de
K. xylinus SGP8, y registraron una pérdida significativa de peso (~75%) en el rango de 300°C-
380°C que relacionaron con la despolimerizacion de la celulosa (Bhattacharya et al., 2021).

Comparando ahora las curvas de las nanocelulosas de Kombucha obtenidas por los
distintos protocolos de purificacion, las muestras BNC - Kombucha B y BNC - Kombucha C
exhiben valores mas altos de Tonset y Tmax que BNC - Kombucha A, con valores tipicos de
la nanocelulosa bacteriana obtenida con K. xylinus (Cerrutti et al., 2016). Por otro lado, los
valores de masa residual a 800°C de la BNC - Kombucha derivada de los tratamientos By C
son similares a los de la muestra BNC - K. xylinus, mientras que la descomposicion a alta
temperatura para BNC - Kombucha A registra valores mas elevados que sugieren la presencia
de impurezas térmicamente estables en la muestra que no tuvo tratamiento alcalino.
Amarasekara et al. (2020) obtuvieron resultados comparables a partir del analisis
termogravimétrico de membranas obtenidas por fermentacion de té negro endulzado con
sacarosa, purificadas mediante cuatro protocolos distintos, reportando que los tratamientos
de purificacion mas exhaustivos conllevaron a porcentajes de residuos a 600°C inferiores

(Amarasekara et al., 2020).

Globalmente, los resultados de SEM, FTIR, DRX y TGA presentados hasta el momento
indican que el tratamiento alcalino de las peliculas obtenidas como subproducto de la
elaboracion de Kombucha (protocolos B y C) permite un facil aislamiento de nanofibrillas de
celulosa bacteriana, con morfologia, estructura quimica, cristalinidad y patron de
descomposicién térmica analogos a los de la BNC obtenida empleando una cepa pura de K.
xylinus en condiciones de cultivo mucho mas estrictas que las que permite un consorcio
microbiano como el utilizado en la producciéon de Kombucha (SCOBY), donde el ecosistema
de microorganismos puede autorregularse y mantenerse en equilibrio (Laavanya et al., 2021).
Entre los protocolos de purificacion B y C, se seleccioné el C por las observaciones derivadas
del andlisis infrarrojo y también debido a que -a pesar de implicar mas tiempo y una mayor
concentracion de alcali- no requiere calentamiento. El protocolo C fue el utilizado entonces

para llevar a cabo la purificacion de toda la BNC utilizada en esta tesis, ampliandose su
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caracterizacion en lo que respecta a estructura quimica a partir de su espectro de resonancia
magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido (CP/MAS-3C RMN) en comparacién con
el de la BNC de K. xylinus (Figura 3.8), e imagenes de microscopia de fuerza atébmica que
permitieron estimar la longitud de las nanocintas de BNC obtenidas (Figura 3.9).

C2-C3-C5

BNC - Kombucha C

C2-C3-C5

BNC - K. xylinus

— T r 1 - 1 - 1 r I T ’ T
200 180 180 140 120 100 80 60 40 20 0
ppm

Figura 3.8. Espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido
(CP/MAS-13C RMN) de BNC - Kombucha recuperada del tratamiento C y BNC producida por

K. xylinus.

La Figura 3.8 muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en
estado soélido (CP/MAS-3C RMN) de la BNC purificada por el tratamiento C, en comparacion
con el de la BNC obtenida con la cepa de K. xylinus segun protocolos de uso habitual en el
grupo de trabajo. En ambos casos se observan las sefiales caracteristicas de los carbonos de
la celulosa tipo I: C1 (105.1 ppm), C4 (89.1 ppm), cluster de carbonos C2 - C3 - C5 (intervalo
80-69 ppm, sefales superpuestas) y C6 (65.3 ppm) (Jandura, Kokta & Riedl, 2000;
Yamamoto, Horii & Hirai, 2006). Por otra parte, las sefiales asignadas como C4' (84.1 ppm)
y C6' (62.7 ppm), han sido previamente asignadas a los carbonos de los componentes
amorfos o desordenados de la nanocelulosa que aparecen a campos mas altos que los
carbonos correspondientes a la forma cristalina (C4 y C6) (Atalla & VanderHart, 1984; Cunha
et al., 2014; Park, Baker, Himmel, Parilla & Johnson, 2010). La ausencia de sefiales que

indiquen la existencia de otros carbonos con entornos quimicos diferentes, asi como la gran
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similitud del espectro de la BNC derivada del subproducto de la Kombucha con el de la BNC
- K. xylinus, confirman la elevada pureza de la BNC obtenida, destacando su oportunidad de

valorizacion.

area del pico cristalino

ICr =

area total

100 95 90 85 80 75
ppm

Figura 3.9. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido
(CP/MAS-13C RMN) de BNC producida por K. xylinus ilustrando el método basado en esta técnica

para el calculo del indice de cristalinidad.

Retomando los métodos presentados por Park et al. (2010) para calcular el indice de
cristalinidad de muestras de celulosa, la técnica de resonancia magnética nuclear de carbono
13 en estado solido también ofrece esta posibilidad. En este caso, el ICr se calcula dividiendo
el area del pico cristalino de C4 ubicado entre 87 y 93 ppm por el area total asignada a las
resonancias del C4 (region entre 80 y 93 ppm). El método se ejemplifica en la Figura 3.9, en
el espectro de BNC - K. xylinus. El ICr calculado mediante este método para la muestra BNC
- Kombucha C fue de 62+2%, sin diferencias significativas con el calculado para la muestra
BNC - K. xylinus (60+£2%). Estas similitudes en los valores de ICr coinciden con los resultados
obtenidos mediante el calculo de los ICr empleando los difractogramas de rayos X, aunque
los valores absolutos son diferentes, como indica la bibliografia (Ahvenainen et al., 2016;
Nam et al., 2016; Park et al., 2010; Salem et al., 2023).

104



Universidad
;\l(;'lttlj‘lilﬁ;llllle-h 2024 Jimena Bovi

27.2 nm

-25.0 nm -10.4 nm

Figura 3.10. Imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atébmica de BNC - Kombucha

recuperada del tratamiento C.

Por altimo, en la Figura 3.10, se exhiben las imagenes adquiridas por microscopia de
fuerza atdmica (AFM) de suspensiones acuosas de BNC - Kombucha C. Las imagenes
permitieron inferir la longitud de las nanocintas de BNC, que registraron valores que en su

gran mayoria superan la decena de micrones

3.2.2 Nanocelulosa vegetal (VNC)

3.2.2.1 Obtencién de VNC

Ademas de la nanocelulosa de origen bacteriano procedente de un subproducto de la

Kombucha obtenida y caracterizada en las secciones anteriores, en el presente capitulo se
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aborda también el aislamiento y caracterizacion de una nanocelulosa de origen vegetal (VNC)
utilizando como fuente de celulosa un descarte de la industria alimentaria nacional como es

la cascara de arroz (Figura 3.11).

Figura 3.11. Cascara de arroz lavada y secada.

Segun lo reportado en la bibliografia, la cascara de arroz estd compuesta por celulosa (25-
35%), hemicelulosa (18-21%), lignina (26-31%), silice (15-17%) y compuestos solubles (2-
5%) (Luduefa et al., 2013; Marin et al., 2015). Como en todos los vegetales, la celulosa se
encuentra en la pared celular incluida en una matriz constituida mayormente por hemicelulosa
y lignina, las cuales deben ser solubilizadas en el proceso de purificacion. Como se comentd
en la introducciéon de este capitulo, estos componentes pueden ser removidos mediante
tratamientos con acidos, alcalis y agentes oxidantes. Sin embargo, en el caso de la ciscara
de arroz rica en silice, su remocién no suele ser sencilla y dichos tratamientos quimicos no

siempre resultan suficientes (Luduefia et al., 2013).

La obtencion de la nanocelulosa se llevé a cabo siguiendo el protocolo detallado en la
seccidn 2.2.3, que consistié basicamente en la extraccion de la celulosa de la cidscara de arroz
mediante el tratamiento secuencial con soluciones alcalinas (NaOH al 4% p/v), agentes
oxidantes (NaClO; al 1.7% p/v) y &cido (HCI 1 M). Posteriormente, se llevo a cabo la fibrilacién
de la celulosa mediante homogeneizacion de alta presion. Con el objetivo de determinar su
viabilidad, inicialmente este protocolo se evalu6é a “pequefia escala” utilizando 1 gramo de

cascara de arroz lavada, molida y tamizada.
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Figura 3.12. Imagen de la suspensién acuosa de VNC al 1% (p/p).

A partir de los resultados obtenidos en esa primera etapa, y dada la necesidad de contar
con VNC en el orden ya no de los miligramos sino de decenas de gramos para poder llevar
adelante la produccion de todas las peliculas compuestas desarrolladas en esta tesis (mas de
36 sistemas, ver detalle en el capitulo 5), la obtencion de VNC debié luego escalarse
adaptando el protocolo para una base de 70 gramos de cdscara de arroz. El material obtenido
(Figura 3.12) se caracterizO extensamente, y los resultados se resumen en la siguiente
seccion y se comparan con los correspondientes a la cidscara de arroz usada como materia
prima y a una muestra de celulosa microcristalina (MCC) utilizada como referencia de una

celulosa vegetal de alta pureza.

3.2.2.2. Caracterizacion de VNC

La Figura 3.13 muestra fotografias y micrografias obtenidas por microscopia 6ptica de
barrido de la cascara de arroz molida y tamizada, y de la VNC obtenida. La cascara de arroz
molida y tamizada con la finalidad de obtener particulas menores a 125 micrones resulté en
un material particulado de contornos irregulares con una amplia distribucion de tamafios, la
mayoria en el rango de 2 a 50 micrones (Figura 3.13, fila superior).
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Figura 3.13. Fotografias y micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido de la

cascara de arroz molida y tamizada y de VNC.

Por otro lado, las micrografias correspondientes a la suspension de la nanocelulosa vegetal
obtenida revelan la presencia de nanofibrillas con anchos entre 15 y 40 nm. Estos valores son
comparables con los reportados por Jung et al. (2021) quieres purificaron celulosa a partir de
cascara de arroz mediante un tratamiento alcalino con NaOH combinado con
blanqueamientos con H2O, y CIO, y luego pasaron la suspensién resultante por un molino
coloidal operado a 1600 rpm con una distancia entre discos de 150 micrones para fibrilar el
material. Los autores obtuvieron nanofibrillas de celulosa con diametros en el intervalo de 10
a 21 nm (Jung et al., 2021).

En cuanto a la longitud de las nanofibrillas, imagenes obtenidas por AFM (Figura 3.14)
indicaron largos variables entre 200 nm y 3 micrones, lo que sugiere que probablemente el
tratamiento con &cido clorhidrico incluido en la purificacion de la celulosa de cascara de arroz

podria haber inducido una reduccién en el largo de las nanofibrillas.
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Figura 3.14. Imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atbmica de VNC.

Por otro lado, tanto en las micrografias FESEM como en las imagenes adquiridas por AFM
de la VNC, se observan particulas de tamafio variable con una morfologia muy distinta a la de

las nanofibrillas de celulosa (encerrada en circulos blancos).

El andlisis elemental de dichas particulas llevado a cabo con un analizador de energia
dispersiva de rayos X (EDX) acoplado a un microscopio SEM (Figura 3.15), permiti
determinar la composicion de las mismas, identificAndose la presencia de oxigeno y silice, lo
gue sugiere que podrian tratarse de silicatos provenientes de la cascara de arroz. Rivas et al.
(2016) realizaron el andlisis elemental de particulas de apariencia similar en muestras de
cascara de arroz y hallaron la presencia mayoritaria de atomos de Si y O, por lo que

concluyeron que se trataba de silicatos (Rivas et al., 2016).
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Figura 3.15. Andlisis elemental de las particulas presentes en la muestra de VNC.

Cascara de arroz

VNC

Absorbancia (u.a.)

MCC

I ' I ! I ! I ! I
3500 3000 2500 2000 1500

Longitud de onda (cm”)

I
1000

I
500

Figura 3.16. Espectros infrarrojo de la cdscara de arroz molida y tamizada, de VNC y de MCC.

La Figura 3.16 muestra los espectros infrarrojo de la cascara de arroz, de la VNC y de una

referencia de celulosa microcristalina comercial (MCC). En el espectro de la cidscara de arroz
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se observan algunas bandas asignadas a la celulosa | (3700-3000 cm™: vibracién de los
grupos O-H de los carbohidratos; 3000-2800 cm™: estiramiento de los enlaces C-H de los
grupos metilo y metileno; 1450-900 cm: flexion simétrica de los grupos -CH; y flexién en el
plano de los grupos -OH). Otros grupos caracteristicos de la celulosa |, ubicados en 1170-
1060 cm™y 898 cm™ no pueden ser visualizados debido al solapamiento con las bandas
correspondientes a otros componentes presentes en la muestra. Las absorbancias ubicadas
en 2924 cm?, 2870 cm?, 1728 cm™, 1594 cm™ y 1509 cm™ han sido atribuidas previamente a
los anillos aromaticos de la lignina (Luduefia et al., 2013; Rashid & Dutta, 2020; Zuluaga et
al., 2009), mientras que las centradas en 1732 cm™ y 1630 cm™ han sido asociadas a la
presencia de hemicelulosa y a los grupos -OH del agua presente en la muestra,
respectivamente (Marin 2015; Samsalee et al., 2023). Por ultimo, las bandas ubicadas en
1096 cm™, 804 cm™y 465 cm fueron previamente asignadas al enlace Si-O-Si derivados de

la silice presente en la cascara de arroz (Luduefia et al., 2013).

En los espectros infrarrojo correspondientes a la VNC y a la muestra de MCC usada como
referencia, también se observan las bandas atribuibles a la celulosa | ya descriptas en la
seccion 3.2.1.2 para BNC, a saber: la absorbancia ubicada en la regién de 3700-3000 cm™
(O-H); las bandas centradas en 2895 cm™ (C-H), 1450-900 (CHy, -OH y C-O-C), y aquella
ubicada en 898 cm™ (enlace tipo B presente en polimeros de glucosa). Por ultimo, se observa
una sefial en 1630 cm, relacionada con la flexion de los enlaces -OH del agua absorbida por
la celulosa (Marin et al., 2015; Song, Birbach & Hinestroza, 2012; Wang et al., 2016;
Zuluaga et al., 2009). Adicionalmente, en la muestra de la nanocelulosa vegetal se pueden
observar tres absorbancias centradas en 1096 cm™, 804 cm?'y 465 cm™, previamente
visualizadas en la cascara de arroz y asignadas al enlace Si-O-Si, lo que vuelve a sefalar la
presencia de silicatos en la VNC remanentes de la cascara original (Luduefia et al., 2013).
Por otro lado, vale destacar que en la VNC no se observan bandas correspondientes a
hemicelulosa (principalmente aquella ubicada en 1732 cm™), o a lignina (1594 cm™ y 1509 cm-
1; por lo que las impurezas presentes en la muestra, ya previamente observadas en las
imagenes de FESEM y AFM, corresponderian a silicatos provenientes de la cascara de arroz,

y no a fragmentos de cascara completa sin tratar.
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Figura 3.17. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido (CP/MAS-
13C RMN) de VNC y de MCC.

En el espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido (CP/MAS-
13C RMN) de la VNC, y en concordancia con el espectro de la MCC (Figura 3.17) se pueden
observar sefiales caracteristicas de los carbonos de la celulosa tipo I: C1 (105 ppm), C4 (88.6
ppm), C2 - C3 - C5 (80-70 ppm, sefales superpuestas) y C6 (65.2 ppm) (Jandura et al., 2000;
Yamamoto et al., 2006). Ademas, se encontraron las sefiales correspondientes a los
carbonos de los componentes amorfos 0 desordenados de la celulosa ubicadas en C4' (84.1
ppm) y C6' (62.9 ppm) (Atalla & VanderHart, 1984; Cunha et al., 2014; Park, Baker,
Himmel, Parilla & Johnson, 2010). Estas sefiales también fueron halladas previamente para
muestras de celulosa procedentes de cascara de arroz (Favaro et al., 2010). Por otro lado,
en la Figura 3.17 no se observan sefiales caracteristicas de la presencia de hemicelulosa
(sefial alrededor de 30 ppm), o de lignina (banda ancha entre 160-110 ppm y una sefial a 55
ppm) (Kostryukov et al., 2021; Kouadri et al., 2017), descartando asi su presencia en la

muestra de VNC.
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Figura 3.18. Difractogramas de rayos X de la cascara de arroz molida y tamizada, de VNC y de
MCC.

La Figura 3.18 muestra los difractogramas de rayos X de la VNC y de la MCC se pueden
observar, principalmente, tres sefales intensas centradas en 26=15.8° (resultado de la
superposicion de picos centrados en 26=14.5° y 16.8°); 26=22.7° y 34.5°. Considerando que
hay acuerdo en la bibliografia en que las celulosas vegetales tienen una composicion
mayoritaria de celulosa I (Atalla & VanderHart, 1984; Battegazzore et al., 2014; Klemm et
al., 2011; Moon et al., 2011) las sefiales identificadas fueron asignadas segun las
recomendaciones de French (2014) a los planos (1-10) y (110) solapados; y a (200) y (004),
respectivamente. En la misma figura se encuentra el difractograma de la ciscara de arroz. En
él se observan las mismas sefiales, pero con una menor resolucién debido a la presencia de
otros componentes no celuldsicos. Otros autores relacionaron los aumentos en la definicion
de las sefiales de los difractogramas de la celulosa respecto de los de cascara de arroz con
la eliminacién de componentes no celuldsicos amorfos (Collazo-Bigliardi et al., 2018; Johar
et al., 2012; Nguyen et al., 2023; Rashid et al., 2020).

A partir de los difractogramas presentados en la Figura 3.18 y del espectro de RMN de la

Figura 3.17, se utilizaron los métodos de determinacion del indice de cristalinidad descriptos
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en la seccion 3.2.1, para el célculo del ICr de la VNC obtenida. Los resultados se muestran a
continuacion en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. indice de cristalinidad (ICr) de la nanocelulosa vegetal.

Muestra | ICr (%, método 1) | ICr (%, método 2) | ICr (%, método 3) | ICr (%, método 4)
VNC 85+1 53+1 7613 17+2

Como puede observarse, el indice de cristalinidad més elevado corresponde al calculado
mediante el método de la altura del pico o método de Segal (método 1), en concordancia con
lo observado para la BNC, ya que este método se conoce que tiende a sobreestimar la
cristalinidad de las muestras (Park et al., 2010). El valor obtenido (85+1) se encuentra en el
orden del reportado por otros autores para hanocelulosas del mismo origen, usando el mismo
método de calculo. Marin et al. (2015), por ejemplo, reportaron un ICr de 77% en muestras de
celulosa aislada de cascara de arroz mediante un tratamiento con clorito de sodio, bisulfito de
sodio, HCI, KOH y NaOH (Marin et al., 2015). Por otro lado, el ICr obtenido mediante el
método 2 también coincide con resultados obtenidos por otros autores para celulosa aislada
de cascara de arroz. Collazo-Bigliardi et al. (2018) reportaron valores ICr de 50%
determinados por el método de deconvolucion de picos, para muestras de celulosa aislada a
partir de cascara de arroz mediante tratamientos con NaOH y clorito de sodio (Collazo-
Bigliardi et al., 2018). En cuanto al ICr calculado por el método de la sustraccion amorfa
(método 3), de Oliveira et al. (2017) reportaron un indice de cristalinidad de 70% para celulosa
obtenida por tratamientos con NaOH vy clorito de sodio (de Oliveira et al., 2017). Por ultimo,
el ICr obtenido empleando el método 4 expone la mayor contribucién amorfa (C4") en la sefal

de C4 de esta nanocelulosa (Figura 3.17).

La diferencia en los valores absolutos de ICr que surgen de utilizar cada método remarca
la imposibilidad de comparar valores de ICr entre distintas contribuciones que no hayan sido
calculados de la misma manera. Ademas, estos valores absolutos (sobre todo aquellos
calculados por los métodos 1, 2 y 4) confirman que la nanocelulosa vegetal exhibe
globalmente un menor indice de cristalinidad que su contraparte de origen bacteriano (Tabla
3.2), en acuerdo con lo ampliamente informado en la bibliografia tras la comparacién de

ambas nanocelulosas (Betlej et al., 2021; Klemm et al., 2011; Moon et al., 2011).
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La Figura 3.19 exhibe las curvas TG y DTG correspondientes a la cascara de arroz y a las
muestras de VNC y de MCC. En el andlisis de la descomposicion térmica de la muestra de
cascara de arroz se pueden observar mltiples etapas (Figura 3.19a y Figura 3.19b).

\’_A Cascara de arroz
&
5 VNC
'_
0
MCC
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 3.19. (A) Curvas TG y (B) curvas DTG de la cascara de arroz molida y tamizada, de VNC y
de MCC.

La primera de ellas ocurre desde temperatura ambiente hasta los 130°C, con una pérdida
de peso de aproximadamente el 1% producto de la deshidratacién de la muestra. Luego, entre
los 220°C y los 400°C, se evidencia una notable pérdida de peso (~55%) asociada a la
descomposicién térmica de los enlaces glicosidicos de la celulosa (Tmax=365°C). Por otro
lado, en la curva de DTG de la cascara de arroz, alrededor de los 315°C, es posible distinguir
otro pico superpuesto al de la descomposicion de la celulosa atribuible a la descomposiciéon
térmica de la hemicelulosa, que se degrada a temperaturas mas bajas. En el analisis por TGA
de cascara de arroz, Marin et al. (2015) también observaron un hombro en el lado izquierdo
del pico principal de descomposicién de la celulosa, que asociaron con la descomposicion de
la hemicelulosa. Por otro lado, en cuanto a la descomposicion de la lignina, algunos autores
sugirieron que se da en el mismo rango de temperaturas que la de los otros componentes de
la cascara, por lo que su presencia no se puede identificar por este método (Marin et al.,
2015; Nascimento et al., 2016). Finalmente, a 800°C se observa un alto porcentaje de masa
residual (~27%) también para cédscara de arroz. Johar et al. (2012) reportaron residuos de

hasta un 30-40% a 700°C que relacionaron con el elevado contenido de silice y residuos
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carbonaceos que no lograron volatilizarse en el rango de temperaturas estudiado (Johar et
al., 2012).

Por otra parte, en la Figura 3.19 también se encuentran las curvas de TG y DTG de la
nanocelulosa vegetal y de la MCC tomada como referencia. En ambas muestras se observa
en primer lugar una pérdida de masa de ~2% asociada a su deshidratacion, entre la
temperatura ambiente hasta 130°C. Posteriormente, se registran pérdidas elevadas de peso
(~50% en el caso de la VNC y ~80% para la MCC) en el rango de temperatura de 220 a 400°C,
las cuales se atribuyen a la descomposicion de la celulosa. Los valores de Tonset y Tmax de
la VNC son 312°C y 345°C, respectivamente, y los de la muestra de MCC son 323°C y 346°C.
Los valores registrados para VNC se encuentran en el orden de aquellos reportados por otros
autores para muestras de celulosa vegetal de cascara de arroz. Por ejemplo, Collazo-Bigliardi
et al. (2018) hallaron valores de Tonset de 292°C y Tmax de 327°C en muestras de celulosa
obtenida luego del tratamiento de cascara de arroz con NaOH vy clorito de sodio (Collazo-
Bigliardi et al., 2018). Finalmente, vale destacar que en la VNC no se observan eventos de

descomposicién térmica atribuibles a la presencia de hemicelulosa (Marin et al., 2015).

Sin embargo, el alto nivel de residuos a 800°C de la VNC comparado tanto con la MCC
como con las nanocelulosas bacterianas de la primera parte de este capitulo (Figura 3.7), una
vez mas dan cuenta de la presencia en a VNC de una fraccién significativa de componentes
no celulésicos asignables a silicatos remanentes de la cascara original. La bibliografia de
compuestos de PLA y silice reporta extensamente los beneficios en términos de las
propiedades derivadas de la incorporacion de la carga inorganica (Battegazzore et al., 2014;
dos Santos & Tavares, 2014; dos Santos & Tavares, 2015; Lertphirun & Srikulkit, 2019).
En este marco se decidio utilizar la VNC caracterizada en las paginas anteriores y no modificar

el protocolo de purificacién para lograr una remocién total de los silicatos.

3.3 Conclusiones del Capitulo 3

En el presente capitulo se obtuvieron y caracterizaron nanocelulosas de distintos origenes,
tanto microbiano como vegetal, aisladas a partir de subproductos/descartes de la industria
alimentaria nacional. En el caso de la nanocelulosa bacteriana (BNC), la recuperacion de las
nanocintas a partir del subproducto de la elaboracién de té de Kombucha representé una
alternativa muy interesante respecto del empleo de una cepa pura de Komagataeibacter

xylinus en condiciones estrictas de cultivo. De los distintos protocolos de purificacion de BNC
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ensayados, el mas conveniente resultd ser el tratamiento alcalino de la membrana

desintegrada a temperatura ambiente con una solucion de KOH (protocolo C).

En cuanto a la nanocelulosa vegetal (VNC) aislada de cascara de arroz, los tratamientos
guimicos y mecanicos llevados a cabo resultaron adecuados para la obtencion de nanofibrillas
de celulosa de longitudes variables. Si bien luego del proceso de purificacion se identifico en
la VNC la presencia de silicatos remanentes de la cdscara de arroz, no se modific el protocolo
de purificacién debido a la reportada utilidad de estos compuestos para mejorar las
propiedades térmicas y mecanicas de las peliculas de PLA.
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CAPITULO 4:
OBTENCION Y CARACTERIZACION DE
NANOCELULOSAS ACETILADAS
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RESUMEN

A efectos de mejorar su compatibilidad con matrices poliméricas hidrofébicas como el &cido
polilactico (PLA), las nanocelulosas de origen microbiano y vegetal obtenidas en el capitulo
anterior fueron modificadas quimicamente mediante reacciones de acetilacion. En el presente
capitulo se describen los resultados de la caracterizacion de ambas nanocelulosas acetiladas
(AcBNC y AcVNC) en comparacion con sus contrapartes nativas.
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4.1 Introduccién

La presencia de grupos hidroxilo (-OH) libres en la superficie de la celulosa le confiere su
caracter hidrofilico. En este marco, y como se mencioné en la introduccién general de esta
tesis, para ciertas aplicaciones resulta crucial poder modificar la superficie de las nanofibrillas
de celulosa y adecuar su polaridad. Una forma de hacerlo es mediante reacciones quimicas
en las que los grupos hidroxilo sean reemplazados por otros grupos funcionales. Sin embargo,
dado que los grupos hidroxilo de la celulosa son también responsables de formar los enlaces
puente de hidrogeno intra e intermoleculares que dan lugar a las celdas cristalinas, la
modificacion quimica debera limitarse a la superficie y a las regiones amorfas de las
nanofibrillas de celulosa para evitar comprometer su cristalinidad y, por consiguiente, alterar

sus propiedades (por ejemplo, las mecanicas).

En el caso especifico de esta tesis, la naturaleza hidrofilica y la elevada area superficial de
las nanofibrillas de celulosa promueven su agregacién al ser incorporadas a matrices
poliméricas hidrofébicas como el PLA, por lo que resulta de interés hidrofobizar la superficie
de las nanofibrillas para mejorar su dispersion y, eventualmente, la adhesién con la matriz
polimérica. En esta tesis el tema se abordd mediante la acetilacién de las nanocelulosas
nativas en condiciones heterogéneas (las nanofibrillas se mantienen en suspension, no se
disuelven) en niveles cuantificados mediante el llamado grado de sustitucion (GS) que

corresponde al niumero promedio de grupos acetilos introducidos por unidad anhidroglucosa.

En cuanto al estado del arte de la acetilacion de nanocelulosas tanto de origen bacteriano
como vegetal, en la bibliografia se han reportado diversos protocolos que implicaron el uso de
diversos medios, catalizadores y condiciones de reaccion sobre nanocelulosas en suspension,
“prensadas” o secas. Un resumen de estas estrategias aplicadas a nanocelulosas bacterianas
y vegetales se presenta en la Tabla A.1 del anexo A (“Revision de estrategias de acetilacion
de nanocelulosas”). Brevemente, la revision evidencia que las reacciones de acetilacion se
han llevado a cabo tanto sobre peliculas secas o prensadas de nanocelulosas como sobre
suspensiones de nanofibrillas never-dried, las cuales fueron previamente sometidas a
intercambios de solvente con la finalidad de desplazar el agua original del proceso de
obtencion por el solvente/medio de reaccion. Como catalizadores, la mayoria de las
contribuciones han usado acido perclérico, acido sulfarico, piridina, acido tartarico o acido
citrico; mientras que los medios de reaccidon mas frecuentes han sido acido acético, acido
aceético/tolueno, anhidrido acético, tolueno, anhidrido acético/acido acético y anhidrido
acético/tolueno (Abdulkhani et al., 2014; Ashori et al., 2014; Avila Ramirez et al., 2016;
Bulota et al., 2012; Cunha et al., 2014; Goncalves et al., 2015; Goncalves et al., 2016;
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Ifuku et al., 2007; Jonoobi et al., 2012, Kim, Nishiyama & Kuga, 2002; Nogi et al., 2006;
Olaru et al., 2011; Rodionova et al., 2011; Sassi & Chanzy, 1995; Tserki et al., 2005 Tomé
et al., 2011). También se han reportado estrategias de acetilacion de nanocelulosas en
medios de tolueno o de anhidrido acético sin el agregado de catalizadores, en general en
reacciones llevadas a cabo a temperaturas por encima de los 100°C (Bulota et al., 2012;
Nogi et al., 2006; Rodionova et al., 2011; Tserki et al., 2005).

La mayoria de los protocolos implementados demostraron ser efectivos para hidrofobizar
las nanocelulosas y reducir su polaridad, lo que se ilustr6 en muchos casos a partir de ensayos
de dispersabilidad en distintos solventes o determinando el angulo de contacto de gotas de
agua u otros solventes a distintos tiempos sobre el material nativo y acetilado (Ashori et al.,
2014; Rodionova et al., 2011). La literatura también evidencia el impacto de la metodologia
y extension de la modificacion quimica sobre la estructura cristalina de las nanocelulosas
usadas como sustrato, con reportes de estrategias que limitaron la modificacion a la superficie
y regiones amorfas de las nanofibrillas de celulosa preservando su estructura cristalina (Avila
Ramirez et al., 2016; Nogi et al., 2006), y otras en las que se indica que la introduccion de
grupos acetilo impacté negativamente en el arreglo cristalino original de los sustratos (Ashori
et al., 2014; Hu et al., 2011; Ifuku et al., 2007; Jonoobi et al., 2010).

En la presente tesis, la estrategia de modificacién quimica de BNC y VNC se seleccioné
en base al trabajo previo del grupo de investigaciébn en la acetilacion de nanocelulosa
bacteriana obtenida con una cepa pura de K. xylinus en medios de anhidrido acético a 120°C
con o sin agregado de 4cido citrico como catalizador. En dicho trabajo se demostré que el
tiempo, la temperatura y la carga de catalizador permitian modular el GS conferido a la
nanocelulosa bacteriana y reducir la polaridad de la BNC nativa mejorando su dispersion en
solventes de baja polaridad como diclorometano o cloroformo, sin comprometer su
cristalinidad (Avila Ramirez, 2019; Avila Ramirez et al., 2014; Avila Ramirez et al., 2016;
Avila Ramirez et al., 2019; Avila Ramirez et al., 2020). A la hora de seleccionar el nivel de
modificacion a conferir a las nanocelulosas de esta tesis, se tuvieron en cuenta también
resultados previos del grupo sobre compuestos de PLA y 3% (p/p) de BNC nativa y acetilada
condistintos GS (0.25, 0.43 y 0.61) preparados por evaporacion de solvente, que evidenciaron
gue valores de GS de 0.20-0.25 eran suficientes para lograr una buena dispersién de las
nanofibrillas en la matriz de PLA debido a una compatibilidad aumentada entre los
componentes. Mayores valores de GS no tuvieron un impacto significativo en las propiedades

de los compuestos desarrollados (Avila Ramirez et al., 2019).
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4.2 Resultados y discusién

En funcion de lo descripto en la introduccion del capitulo, se llevaron adelante reacciones
de acetilacion de las nanocelulosas tendientes a hidrofobizar su superficie y mejorar su
compatibilidad con la matriz de PLA. Antecedentes del grupo de investigacion evidenciaron
gue grados de sustitucion (GS) en torno a 0.20-0.25 eran suficientes para mejorar
significativamente la compatibilidad y la dispersion de nanofibrillas de celulosa bacteriana
obtenidas con Komagataeibacter xylinus en peliculas de PLA (3051D, NatureWorks)
desarrolladas por evaporacion del solvente, al tiempo que no se alteraba la estructura
cristalina de la BNC (Avila Ramirez, 2019; Avila Ramirez et al., 2014; Avila Ramirez et al.,
2016; Avila Ramirez et al., 2019; Avila Ramirez et al., 2020). En base a ello, en esta tesis
se modularon las condiciones de acetilacion para conferir a la BNC aislada del subproducto
de la produccién de Kombucha y a la VNC aislada de la cascara de arroz valores de GS en el

mismo orden.

Al efecto, y considerando la cantidad de BNC y VNC acetiladas requeridas para desarrollar
todos los nanocompuestos de esta tesis, se realizd un conjunto acotado de ensayos
preliminares destinados a evaluar el efecto de la temperatura (100°C y 120°C) y el tiempo de
reaccion (1 y 3 h) en el GS de los productos obtenidos, trabajando sobre una base seca de 1
gramo de las nanocelulosas disperso en 100 mL de anhidrido acético con agitacidbn magnética
constante. Mediante saponificacion se identifico que las condiciones de reaccion adecuadas

para alcanzar los valores de GS deseados (0.20-0.25) fueron 120°C y 1 hora de reaccion.

Seguidamente, y a los fines de aumentar la produccion de nanocelulosas acetiladas por
lote de reaccién dada la cantidad de material necesaria para la formulacién de las peliculas
compuestas de los capitulos siguientes, se aumentoé la escala a 2.5 gramos de nanocelulosa
(siempre en base seca), comprobandose que la acetilaciébn a 120°C durante 1 hora de
reaccion en medio de anhidrido acético permitia obtener en forma sistematica lotes de 1.5-2.0
gramos secos de BNC acetilada (AcBNC) con un GS de 0.20+0.03. A efectos de contar con
todo el material requerido para la caracterizacion de la AcBNC y para el desarrollo de los
materiales compuestos basados en PLA de los capitulos 5y 6 (~10 g), la reaccion debié
repetirse 6 veces. El mismo proceso y bajos las mismas condiciones de reaccion se llevo a
cabo para la acetilacion de VNC, obteniéndose diversos lotes de AcVNC con un GS de
0.20+0.02.

A los efectos de comprobar si efectivamente la acetilacion habia conducido a materiales

con mayor potencial de compatibilizacion con el PLA hidrofébico, las nanocelulosas nativas y
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acetiladas con GS=0.20 fueron sometidas a ensayos cualitativos de dispersion en solventes
de polaridad decreciente, segun sus indices de polaridad (IP): agua (IP=10.2), acetona
(IP=5.1) y cloroformo (IP=4.1). La Figura 4.1 ejemplifica los resultados para el caso de BNC
y ACBNC (los resultados para VNC y AcCVNC son similares).

CLOROFORMO

Figura 4.1. Dispersabilidad de BNC y AcBNC en diferentes solventes (de izquierda a derecha:

agua, acetona y cloroformo). Imagenes tomadas luego de 48 h en reposo.

Como se puede apreciar, en ambos casos la BNC se dispers6 facilmente en agua,
manteniendo una suspension estable durante todo el periodo del ensayo. Sin embargo, para
los demas solventes con polaridad decreciente utilizados, se observaron diferencias en la
dispersabilidad de las nanocelulosas atribuibles a los cambios en su polaridad superficial

inducidos como resultado de la acetilacion. Mientras que la BNC nativa sediment6 en acetona
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y no logré dispersarse en cloroformo; la AcBNC formo6 una suspension homogénea y estable
en acetona, al tiempo que pudo dispersarse parcialmente en cloroformo. Lo anterior sugiri6 la
efectividad de la acetilacién implementada para hidrofobizar las nanocelulosas.

Seguidamente, y como ensayo cualitativo mas representativo del efecto de la acetilacion
sobre la compatibilidad de las nanocelulosas con la matriz a las que se las incorporara, se
prepararon peliculas de PLA y BNC, AcBNC, VNC y AcVNC al 16.7% por evaporacion de
solvente en medio de cloroformo. La Figura 4.2 muestra fotografias de las peliculas obtenidas.

CONICET

Figura 4.2. Peliculas compuestas de PLA/nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada, y

PLA/nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

Las peliculas compuestas que contienen AcCBNC y AcVNC lucen mas transparentes que
aquellas que contienen sus contrapartes nativas, debido a que estas Ultimas presentan
agregados de mayor tamafio. Observaciones similares fueron reportadas por Avila Ramirez
et al. (2019), quienes desarrollaron por evaporacion de solvente compuestos de PLA con de
BNC nativa y acetilada. Los autores informaron la presencia de agregados de nanocelulosa
en los compuestos con BNC nativa y que relacionaron con una dispersion deficiente en el PLA
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de la carga no modificada. Los compuestos desarrollados con BNC acetilada, en cambio,
lucieron mucho mas homogéneos sugiriendo que la acetilacion mejoré la compatibilidad entre
las fases y favorecio la dispersion del refuerzo (Avila Ramirez et al., 2019; Avila Ramirez et
al., 2020). Analogamente, en esta tesis, la apariencia mas homogénea de las peliculas con
nanofibrillas acetiladas (Figura 4.2), sugiere cualitativamente una mejora en la dispersiéon de

las nanocelulosas en el PLA como consecuencia de su hidrofobizacion.

Las nanocelulosas acetiladas fueron seguidamente caracterizadas en términos de
morfologia, estructura quimica y estabilidad térmica. Los resultados obtenidos se resumen a

continuacion en comparacion con sus contrapartes nativas del capitulo 3.

Figura 4.3. Micrografias de barrido electrénico de nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada.

La Figura 4.3 exhibe micrografias FESEM de BNC y AcBNC. En ambos casos se pueden
visualizar redes de nanocintas de estructura fibrilar conservada, con anchos entre 40 y 80 nm
y sin dafios visibles debido a la acetilacion. Observaciones similares fueron reportadas por
Avila Ramirez et al. (2014) quienes acetilaron BNC obtenida con una cepa de K. xylinus
durante 1 a 7 horas a 120°C en un medio de anhidrido acético usando &cido citrico como
catalizador, obteniendo productos con valores de GS en el rango de 0.27-0.90. Los autores
concluyeron que, bajo las condiciones elegidas, el protocolo de acetilacion no altero la
estructura fibrosa de las nanofibrillas de celulosa incluso para el valor de GS mas alto
conferido (Avila Ramirez et al., 2014). Resultados comparables fueron reportados
previamente por Ifuku et al. (2007), quienes confirmaron mediante microscopia electrénica de
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barrido la apariencia conservada de la BNC acetilada con anhidrido acético a temperatura
ambiente durante 1 h con un GS ~0.45. Sin embargo, para grados de sustitucibn mucho mas
altos (~1.55), los autores informaron un incremento en el volumen del material asociado a la
introduccion de grupos éster en el interior de las nanofibrillas (y no sélo confinada a su
superficie) (Ifuku et al., 2007).

Figura 4.4. Micrografias de barrido electrénico de nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

La Figura 4.4 exhibe micrografias FESEM de VNC y AcVNC. En las imagenes
correspondientes a ambas muestras se observan nanofibrillas continuas con anchos entre 15
y 40 nm y, del mismo modo gue para la nanocelulosa de origen microbiano, no se observan
cambios morfolégicos evidentes en el material atribuibles a la reaccién de acetilacion. Estos
resultados coinciden con los reportados por Rodionova et al. (2011) quienes acetilaron
nanofibrillas de celulosa vegetal obtenidas a partir de pulpa Kraft en tolueno sin catalizadores
a 70°C y con tiempos de reaccion entre 0.5 y 4.0 horas. Los autores encontraron que la
morfologia y la relacion de aspecto de las nanofibrillas acetiladas se mantuvieron constantes
después de la acetilacion para todos los tiempos de reaccion utilizados, a los cuales se

alcanzaron grados de sustitucion en el rango de 0.21 a 0.32 (Rodionova et al., 2011).
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Figura 4.5. Imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atémica de la nanocelulosa bacteriana

nativa y acetilada, y de la nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

La Figura 4.5 retne las imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atomica de todas
las nanocelulosas. En las imagenes correspondientes a la nanocelulosa bacteriana nativa y

acetilada se pueden observar nanocintas con longitudes que superan la decena de micrones.
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En cuanto a las imagenes de la nanocelulosa vegetal nativa y acetilada, ambas revelan
nanofibrillas con largos variables entre 200 nm y 3 micrones. Las nanofibrillas mucho mas
cortas habrian sido resultado del tratamiento con &cido clorhidrico en el dltimo paso del
aislamiento de la nanocelulosa vegetal. Confirmando lo observado por FESEM, en ningun
caso se identificaron por AFM cambios morfologicos evidentes producto de la acetilacion de
las nanocelulosas. Por otro lado, ambas microscopias evidencian que en la nanocelulosa
vegetal acetilada persisten particulas de mayor tamafio (encerradas en circulos en las
Figuras 4.4 y 4.5) que corresponderian a silicatos remanentes de la purificacion de la

celulosa, segun lo reportado en el capitulo 3.
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Figura 4.6. Espectros infrarrojo de (A) nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada y (B) nanocelulosa

vegetal nativa y acetilada.

La Figura 4.6 muestra los espectros infrarrojo de las nanocelulosas bacteriana y vegetal
acetiladas, en comparacion con sus formas nativas. Todas las muestras presentan las bandas
tipicas de la celulosa | oportunamente mencionadas en el capitulo anterior al describir los
espectros FTIR de la BNC y VNC. Estas bandas corresponden a la vibracién de los enlaces
O-H de los grupos hidroxilo (3700-3000 cm™); al enlace C-H de los grupos metilo y metileno
(3000-2800 cm™), a la flexiéon simétrica de los grupos CH. y a la flexion en el plano del enlace
-OH (1450-900 cm™), a los grupos C-O-C del enlace glicosidico (1170-1060 cm™), y a los
enlaces B presentes en polimeros de glucosa (898 cm™). Por ultimo, la sefial observada a
~1645 cm™ en todas las muestras, se debe a la flexiéon de los enlaces H-O-H del agua

absorbida por la celulosa (Avila Ramirez et al., 2019; Cerrutti et al., 2016). En el caso de las
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nanocelulosas vegetales se suman en ambos espectros las sefiales ubicadas en 804 cmy

465 cm™, previamente asignadas al enlace Si-O-Si de los silicatos.

En cuanto a las nanocelulosas acetiladas en ambos espectros se pueden visualizar,
ademas, sefiales en 1735 cm™y 1244 cm. Trabajos previos de acetilacion de nanocelulosas
también identificaron la presencia de estas bandas como consecuencia de la modificacion
guimica implementada. Kim et al. (2002), por ejemplo, reportaron nuevas absorbancias en
1750 cm™, 1375 cm™ y 1240 cm™ y las asignaron a los enlaces C=0, C-CH; y C-O,
respectivamente (Kim et al., 2002). Por otro lado, Ifuku et al. (2007) informaron la aparicion
de bandas en 1742 cm™, 1369 cm™ y 1229 cm™, asignadas a los mismos grupos ya
mencionados (Ifuku et al., 2007). En este trabajo de tesis, la banda correspondiente a los

grupos metilo no se observa con claridad.

C2-C3-Ch C2-C3-C5

C2-C3-C5

c1
Cé ceg
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Figura 4.7. Espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido

(CP/MAS-13C RMN) de (A) nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada y (B) nanocelulosa vegetal

nativa y acetilada.

La Figura 4.7 muestra los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en
estado sélido (CP/MAS-*C RMN) de las nanocelulosas nativas y acetiladas. En todos los
espectros, las nanocelulosas muestran las sefiales caracteristicas de la celulosa |, como se
detall6 en el capitulo 3. Estas sefiales incluyen las correspondientes al carbono C1 (105.1
ppm), C4 (89.1 ppm), los carbonos C2 - C3 - C5 (80-69 ppm, sefales superpuestas) y el
carbono C6 (65.3 ppm) (Jandura, Kokta & Riedl, 2000; Yamamoto, Horii & Hirai, 2006).
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Las sefales atribuidas al C4" (84.1 ppm) y C6” (62.7 ppm) corresponden a los carbonos de
los componentes amorfos o desordenados de la nanocelulosa, que aparecen a campos de
resonancia mas altos que los correspondientes a sus respectivas formas cristalinas (C4 y C6)
(Atalla & VanderHart, 1984; Cunha et al., 2014; Park et al., 2010).

Adicionalmente, en los espectros correspondientes a las muestras AcBNC y AcVNC se
observan sefiales entre 171 y 173 ppm y resonancias en los 20 ppm. Otros autores
adjudicaron previamente la aparicién de estas sefiales a grupos carbonilo (C=0) y metilo (-
CHeg) introducidos por reacciones de acetilacion. Por ejemplo, Hu et al. (2011) informaron la
presencia de dichas sefiales en espectros de resonancia magnética nuclear de muestras de
nanocelulosa bacteriana acetilada en medio de anhidrido acético utilizando yodo como
catalizador, con valores de GS entre 0.23y 1.98 (Hu et al., 2011). Barud et al. (2008) también
encontraron estas sefiales en nanocelulosa bacteriana acetilada con anhidrido acético usando
acido sulfurico como catalizador con valores de GS entre 2.3 y 2.8. Los autores ademas
reportaron modificaciones en las caracteristicas de los patrones de los espectros de RMN,
particularmente en C4 y C6, que asociaron con alteraciones en la estructura cristalina de la
BNC y con la heterogeneidad en la distribucién de los grupos éster a GS tan elevados (Barud
et al., 2008). En cuanto a la acetilacion de nanocelulosas de origen vegetal, Ozmen reportd
la presencia de estas mismas sefiales en el espectro de RMN de celulosa de fibras de cafiamo

acetilada con anhidrido acético usando piridina como catalizador (Ozmen, 2012).

Respecto del andlisis de la cristalinidad de las nanocelulosas derivatizadas, la Figura 4.8
reune los difractogramas de rayos X de las muestras nativas y acetiladas. Los difractogramas
correspondientes a la BNC y a la AcBNC (Figura 4.8a), exhiben sefiales intensas centradas
en 26=14.5° (100), 16.8° (010), 22.7° (110), y sefiales mas débiles a 26=20.5° (012 y 102) y
34.5° (varios planos de red), todos ellos caracteristicos de la celulosa la (French, 2014). Por
otro lado, en los patrones de difraccion de rayos X de las nanocelulosas vegetales (Figura
4.8b), se pueden identificar sefiales centradas en 26=15.8° (resultado de la superposicion de
picos centrados en 26=14.5° (1-10) y 16.8° (110)), 22.7° (200) y 34.5° (004), correspondientes
a la celulosa IB. Como ya se describié en el capitulo 3, las muestras de nanocelulosa
bacteriana exhiben picos de difraccion mas agudos y mejor resueltos, debido a la mayor

cristalinidad intrinseca del material (Klemm et al., 2011).
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Figura 4.8. Difractogramas de rayos X de (A) nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada, y (B)

nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

En cuanto a los efectos de la acetilacién, no se observan diferencias mayores en los

difractogramas respecto de las nanocelulosas nativas. Resultados similares fueron
registrados por Tomé et al. (2011) para nanocelulosas vegetales y bacterianas acetiladas con
GS de 0.06 y de 0.02, respectivamente, en medio de anhidrido acético sin cosolventes,
usando acido sulfarico como catalizador. En ambos casos, los patrones de difraccion de rayos
X de las nanocelulosas resultaron similares, concluyendo que la modificacion se limitd
esencialmente a la superficie de las nanofibrillas y/o a los dominios de celulosa amorfos, sin

afectar significativamente las regiones cristalinas de la nanocelulosa (Tomé et al., 2011).

Por su parte, Ifuku et al. (2007) demostraron que el patron de difraccién de la muestra de
BNC acetilada con un GS de 0.45 fue similar al de la BNC nativa, lo que se atribuy6 a una
acetilacion preferencialmente superficial de la celulosa. En cambio, para GS superiores (0.95
y 1.55), los autores reportaron cambios significativos en los difractogramas asociados con
cambios en la estructura cristalina de la celulosa (Ifuku et al., 2007). Por otro lado, Hu et al.
(2011) también acetilaron BNC con distintos GS. Los autores observaron que la estructura
cristalina de la BNC acetilada se mantenia respecto de la nativa para GS de 0.45 y 0.65, pero
al alcanzar valores de GS de 1.75 y 1.98, se evidenciaron cambios significativos en los
patrones de difraccion de rayos X de los productos, por lo que los autores informaron que ya
no se trataba de una acetilacion superficial. Ademas, los autores reportaron que la intensidad
de las sefiales en el espectro RMN a 89.0 ppm para el carbono cristalino C4 y a 65.3 ppm

para el carbono cristalino C6 disminuyeron bruscamente en los espectros correspondientes a
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las BNC acetiladas con GS> a 1.75, en contraposicién a lo evidenciado en los espectros la
BNC acetilada con menores GS, reforzando la hipétesis (Hu et al., 2011).

Tabla 4.1. indices de cristalinidad (ICr) de nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada, y de la

nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

Muestra | ICr (%, Método 1) | ICr (%, Método 2) | ICr (%, Método 3) | ICr (%, Método 4)
BNC 94+1 771 7213 62+2
AcBNC 93+1 751 773 60+2
VNC 85+1 53+1 76x3 17+2
AcVNC 84+1 54+1 703 1712

A efectos de realizar un andlisis mas cuantitativo, se calcularon los indices de cristalinidad
de las nanocelulosas acetiladas a partir de sus difractogramas de rayos X y de sus espectros
de resonancia magnética nuclear, mediante los cuatro métodos descriptos por Park et al.
(2010) oportunamente detallados. Los ICr obtenidos se presentan en la Tabla 4.1 en
comparacion con los correspondientes a los de las nanocelulosas sin derivatizar. Como puede
observarse, una vez mas quedan expuestas las diferencias en los valores de ICr de acuerdo
con el método empleado para el calculo, siendo aquellos obtenidos con el método 1 (método
de la altura del pico o método de Segal) los mas elevados. Por otro lado, comparando los
valores obtenidos con un mismo método quedan en evidencia las similitudes entre los ICr de
las nanocelulosas acetiladas y sus contrapartes nativas en todos los casos, confirmando que
la funcionalizacion implementada se limitdé a la superficie y/o a las regiones amorfas de las
nanocelulosas, lo que resulta relevante para promover que se mantengan las propiedades

gue derivan de la cristalinidad original de las nanocelulosas nativas.

Resultados similares fueron reportados en trabajos dedicados a la obtencién y
caracterizacion de nanocelulosas acetiladas con distintos grados de sustitucion con GS de
0.27 a 0.90. Avila Ramirez y equipo, por ejemplo, demostraron que los indices de cristalinidad
calculados por el método de Segal para la BNC nativa (90%) no se veian notablemente
alterados luego de acetilaciones catalizadas con acido lactico, acido (L)-tartarico y acido
citrico. Los autores informaron valores de ICr de 88%, 86% y 80%, respectivamente. Estos
resultados indicaron que la modificacion involucré esencialmente los grupos hidroxilo
expuestos en la superficie de las nanocintas y/o los que se encuentran en las regiones
amorfas de la BNC, sin afectar la ultraestructura de las nanofibras (Avila Ramirez, 2019). Por

otro lado, Cunha et al. (2014) acetilaron peliculas secas de nanocelulosa vegetal y bacteriana
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hasta valores de GS de 0.2-1.9. Los autores calcularon los ICr por el método 3 (de sustraccion
amorfa) obteniendo valores de 65% y 63% para muestras de nanocelulosas vegetales nativas
y acetiladas, y de 77% y 80% para nanocelulosas bacterianas nativas y acetiladas,
respectivamente. A partir de estos resultados los autores concluyeron que la modificacién
quimica llevada a cabo en las condiciones seleccionadas anteriormente descriptas no alterd
las regiones ordenadas de la nanocelulosa con GS de 0.2-1.5. Estas conclusiones fueron
reforzadas por la similitud de la intensidad de las sefiales cristalinas (C4) en los espectros de
CP/MAS-13C RMN de las nanocelulosas modificadas y sin modificar (Cunha et al., 2014), al
igual que lo observado en este trabajo de tesis (Figura 4.7).

Por dltimo, se estudié el impacto de la modificacién quimica de las nanocelulosas en su
estabilidad térmica. Los resultados se presentan en la Figura 4.9. La misma recoge las curvas
de pérdida de masa (TG, Figuras 4.9ay 4.9c) y su derivada (DTG, Figuras 4.9b y 4.9d) de
las nanocelulosas nativas y acetiladas. En el caso de la BNC y AcCBNC (Figuras 4.9a 'y 4.9b)
se observan inicialmente pérdidas de peso del 3-4% en el rango comprendido entre RT y
130°C, vinculadas a la deshidratacion de las muestras. Luego, en el rango de 220-400°C,
ambas nanocelulosas presentan una pérdida de peso de ~80%, relacionada con la
descomposicién de la celulosa. La Tmax de la AcBNC fue de 361°C, 20°C menor que el valor
registrado para la BNC nativa. Esta misma tendencia fue previamente reportada por Tomé et
al. (2011) quienes encontraron una disminucién en la estabilidad térmica de BNC modificada
con anhidrido acético utilizando 4cido sulfdrico como catalizador (GS=0.17), y la atribuyeron
a la alta labilidad de los enlaces éster introducidos en la estructura de la nanocelulosa (Tomé
et al., 2011). Otros autores la adjudicaron a una menor interaccion entre las nanofibrillas de
celulosa debido a la interrupcion del establecimiento de enlaces puente de hidrégeno asociada
a la presencia de nuevos grupos funcionales (Huang et al., 2014). A pesar de ello, la
temperatura de descomposicion de la nanocelulosa bacteriana acetilada sigue siendo mucho
mayor que la temperatura de fusion del PLA 4043D empleado en este trabajo de tesis (170-
180°C) por lo que, segun estos resultados, no se vera comprometida la estabilidad térmica
del refuerzo durante el procesamiento en fundido en el desarrollo de compuestos (capitulo 5).

Finalmente, ambas nanocelulosas presentan bajos contenidos de cenizas a 800°C.
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Figura 4.9. (A) Curvas TG y (B) DTG de nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada, y (C) curvas

TGy (D) DTG de nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

Las curvas que ilustran los patrones de descomposicién térmica de las muestras de
nanocelulosa vegetal nativa y acetilada se presentan en las Figuras 4.9c y d. En ambas
curvas se observan pérdidas de peso de aproximadamente 2% entre temperatura ambiente y
130°C relacionadas con la deshidratacion de las muestras. Posteriormente, se observan
pérdidas de masa del ~65% para la ACVNC frente a pérdidas de ~50% para la VNC, asociadas
al principal evento de descomposicion de la celulosa ubicado en el rango 220-400°C. Para
esta nanocelulosa, no se observé que se redujera la temperatura de mayor velocidad de
descomposicion (Tméx) como consecuencia de la acetilacion. En cuanto al contenido de
cenizas a 800°C, el valor registrado para la AcVNC que fue notablemente inferior (10%) al de

su contraparte nativa (22%). Las diferencias en el patron de descomposicion térmica de VNC
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y AcVNC sugieren que parte de los silicatos remanentes del proceso de purificacion de la
nanocelulosa vegetal pudieron haber sido eliminados durante los intercambios de solvente, la
reaccion de acetilacion y los sucesivos lavados posteriores con etanol y agua destilada. La
remocioén de silicatos no habria sido completa segun lo observado en el andlisis morfoldgico
(FESEM y AFM) y en los espectros FTIR de las muestras (Figuras 4.4, 45 y 4.6b,

respectivamente).

4.3 Conclusiones del Capitulo 4

En este capitulo se acetilaron las nanocelulosas obtenidas en el capitulo anterior mediante
reacciones llevadas a cabo en medio de anhidrido acético sin cosolventes ni catalizador, a
120°C durante 1 hora. Se obtuvieron valores de GS de 0.20+0.03.

Los resultados de espectroscopia infrarroja y resonancia magnética nuclear de carbono 13
en estado sélido (CP/MAS-'C RMN) confirmaron la ocurrencia de la acetilacion, mientras que
las microscopias y la difraccion de rayos X indicaron que no hubo cambios sustanciales ni en
la morfologia ni en la cristalinidad de las nanocelulosas como consecuencia de la
derivatizacion. El analisis de los valores de ICr determinados por distintos métodos a partir de
los difractogramas de rayos X y de los espectros de RMN indicaron que la modificacion fue

mayormente superficial.

Los estudios de dispersion en medios liquidos de distinto indice de polaridad de las
nanocelulosas nativas y derivatizadas, asi como la evaluacion visual de peliculas basadas en
PLA y 16.7% (p/p) de las nanofibrillas nativas y acetiladas desarrolladas por evaporacion de
solvente, confirmaron cualitativamente que el grado de sustitucién conferido permitié mejorar

su compatibilidad con medios no polares.
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CAPITULO 5:
DESARROLLO DE PELICULAS
COMPUESTAS DE ACIDO POLILACTICO Y
NANOCELULOSAS
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RESUMEN

En los capitulos anteriores se describid la obtencién, la acetilacién superficial y la
caracterizacion de las nanocelulosas de origen bacteriano y vegetal. En este capitulo se
presentan y discuten los resultados de la caracterizacion morfolégica, 6ptica y mecanica de
peliculas compuestas de &cido polilactico (PLA) con diferentes concentraciones de las
nanocelulosas. Las peliculas se obtuvieron tanto por mezclado intensivo seguido de moldeo
por compresion, como por extrusion plana. En cada caso, se implementaron tres estrategias
diferentes de incorporacién de las nanocelulosas en el poliéster: i) mezcla directa de las
nanocelulosas secadas en estufa y molidas junto con pellets de PLA,; ii) la preparacién de
masterbatches por evaporacion de solvente utilizando las nanocelulosas nativas (BNC y VNC)
y el PLA como paso previo al mezclado en fundido; y iii) la produccion de masterbatches

utilizando las nanocelulosas acetiladas (AcBNC y AcVNC) y el PLA.
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5.1 Introduccidn

La mayoria de los materiales compuestos existentes en el mercado utilizan matrices
poliméricas como polietileno, poliestireno, polipropileno y policloruro de vinilo, ademéas de
resinas de poliéster, fendlicas, epoxi y acrilicas, entre otras. Los refuerzos mas comunes son
las fibras sintéticas, como la fibra de vidrio y la de carbono. Ademas, en las Ultimas décadas
se han desarrollado compuestos mas sostenibles basados en bioplasticos y refuerzos
derivados de recursos renovables. Entre los bioplasticos comerciales se destaca el acido
polilactico (PLA), un poliéster alifatico biobasado y compostable con elevada rigidez,
resistencia y transparencia (Jamshidian et al., 2010). Estas propiedades, junto con su
capacidad para ser procesado mediante técnicas convencionales para plasticos, lo convierten
en un buen candidato para sustituir y/o complementar a los polimeros tradicionales. Sin
embargo, el PLA presenta ciertas limitaciones relacionadas con su fragilidad, su estabilidad
térmica y su permeabilidad a ciertos gases. En este contexto, el empleo de nanomateriales
de celulosa como refuerzo del PLA ha demostrado ser una estrategia eficaz para mejorar
estas propiedades (Abdulkhani et al., 2014; Herrera, Mathew & Oksman, 2015; Joonobi et
al., 2010; Lee et al., 2014; Meng et al., 2018; Petersson, Kvien & Oksman, 2007; Sanchez-
Garcia, Gimenez & Lagaron, 2008; Suryanegara et al., 2009).

Entre los métodos de procesamiento de los compuestos de PLA y nanocelulosa, la técnica
de evaporacién de solvente (casting) ha sido ampliamente utilizada en la literatura,
obteniéndose en muchos casos una buena dispersién de la carga en el polimero dada la
posibilidad de homogeneizar adecuadamente el sistema en una mezcla con baja viscosidad.
Ademas, en el procesamiento por evaporacion de solvente de este tipo de compuestos, en
general, el medio acuoso original en el que se obtienen las nanofibrillas de celulosa se
intercambia en una o varias etapas al solvente en el que es soluble el PLA, manteniendo asi
las nanofibrillas siempre en suspension (never-dried). Sin embargo, su escalabilidad industrial
se ve limitada por la cantidad de solvente y los tiempos involucrados en el proceso. Por otro
lado, las técnicas de procesamiento en fundido, si bien son mas escalables, para estos
sistemas en particular enfrentan desafios asociados a la incorporacion de suspensiones
acuosas diluidas de nanocelulosa (lwatake, Nogi & Yano, 2008), a lo que se suma la posible

degradacién del poliéster en presencia de agua a elevadas temperaturas.

En este sentido, a menudo resulta necesario secar la nanocelulosa antes de su
procesamiento. Sin embargo, es bien conocido que el secado genera la agregacion
mayormente irreversible de las nanofibrillas de celulosa, en un fenémeno conocido como

"hornificacion”, cuya extension depende de la estrategia de secado (secado en estufa >
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secado por aspersion > liofilizacion, Peng et al., 2012). Por este motivo, los métodos
convencionales de mezclado en fundido requieren estrategias para incorporar las
nanocelulosas en el PLA de forma tal de limitar al maximo posible su agregacion, preservando
las caracteristicas propias de la nanoescala. Algunas de estas estrategias pueden incluir
modificaciones quimicas de las nanocelulosas para modular la afinidad entre las fases
(Eyholzer et al., 2012; Lee, Blaker & Bismarck, 2009), el agregado de compatibilizantes a
la mezcla, distintas técnicas de secado del material nanocelulésico, el empleo de pre-mezclas
en solventes (lwatake, Nogi & Yano, 2008) y de masterbatches (Eyholzer et al., 2012;
Joonobi et al., 2010; Joonobi et al., 2012), o combinacién de ellas (Platnieks et al., 2021).

Por ejemplo, para mejorar la dispersion del refuerzo en los compuestos finales, lwatake et
al. (2008) propusieron realizar una mezcla de nanocelulosa microfibrilada y PLA en acetona 'y
evaporar el solvente bajo vacio, como paso previo a la mezcla en fundido (lwatake, Nogi &
Yano, 2008). El mismo enfoque fue seguido posteriormente por Suryanegara et al. (2009)
empleando diclorometano como solvente (Suryanegara et al., 2009; Suryanegara et al.,
2014).

Especificamente la elaboracién de un masterbatch como paso previo al desarrollo de los
compuestos resulta atractiva para mejorar la dispersibn de la carga en la matriz. El
masterbatch consiste en un concentrado de la carga en el polimero, que posteriormente se
diluye para alcanzar el contenido de carga final. Por ejemplo, Joonobi et al. (2010)
desarrollaron compuestos de PLA por extrusion reforzados con nanofibrillas de celulosa de
origen vegetal (kenaf) mezclando masterbatches de PLA y nanocelulosa obtenidos por
evaporacion de solvente empleando acetona y cloroformo. Los compuestos con el mayor
porcentaje de refuerzo exhibieron aumentos en el médulo de Young y en la resistencia a la
traccion en torno al 20% respecto del PLA puro, los que fueron atribuidos a una mejor
dispersién de las nanofibrillas en la matriz (Joonobi et al., 2010). Afios mas tarde, los mismos
autores desarrollaron compuestos similares, pero empleando nanocelulosa nativa y acetilada
a fin de comparar el impacto de la modificacién quimica de la carga. La acetilacion redujo la
estabilidad térmica de la nanocelulosa, pero permitié obtener peliculas mas resistentes que

aquellas preparadas empleando su contraparte nativa (Joonobi et al., 2012).

Cabe notar que el polimero utilizado para la elaboracién del masterbatch que contenga las
nanofibrillas de nanocelulosa puede ser el mismo que conforma la matriz del compuesto, como
se vio en las citas previas, o bien tratarse de un polimero diferente (Kiziltas et al., 2014; Lee
et al., 2011). Por ejemplo, Kiziltas et al. (2014) emplearon almidén termoplastico y alcohol

polivinilico como carrier (mezclado en solucién y secado) de nanofibrillas de celulosa vegetal
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para preparar compuestos en fundido con distintas matrices hidrofébicas como polipropileno,
polietileno y &cido polilactico. Los autores concluyeron que esta estrategia permitié alcanzar
mayores niveles de dispersion y distribucién de las nanofibrillas en las matrices estudiadas
(Erbas Kiziltas et al., 2018; Kiziltas et al., 2014, Kiziltas et al., 2015; Kiziltas et al., 2015).

Alternativamente, Lee et al. (2009) reportaron otra estrategia para mejorar la dispersion de
nanofibrillas de celulosa secas en PLA fundido empleando equipamiento convencional de
extrusion. Los autores propusieron un método novedoso basado en la metodologia TIPS
(Thermally Induced Phase Separation) para producir microesferas porosas compuestas de
PLA y nanocelulosa bacteriana esterificada con distintos acidos organicos que luego fueron
liofilizadas y procesadas por extrusién y moldeo por compresion. Aquellos compuestos
reforzados con 2 y 5% (p/p) de nanocelulosa acetilada exhibieron incrementos de hasta el
40% en el modulo de Young respecto al PLA puro, pero no se observaron cambios
significativos en la resistencia a la traccion. La incorporacion del refuerzo al PLA condujo a
una disminucién de la elongacion a la rotura para las dos composiciones estudiadas (Lee,
Blaker & Bismarck, 2009).

En este contexto, en el presente capitulo se aborda la preparacién de peliculas compuestas
basadas en PLA y todas las nanocelulosas obtenidas en los capitulos 3 y 4 mediante dos
técnicas de procesamiento en fundido: mezclado intensivo seguido de moldeo por compresion
y extrusién plana. Se evallan diferentes estrategias de incorporacién de las nanocelulosas en
el PLA, que consisten en la introduccion directa de las nanocelulosas secas y molidas en los
equipos de procesamiento junto con los pellets de PLA, y la elaboracion de un masterbatch
mediante evaporacion de solvente como paso previo al mezclado empleando tanto las
nanocelulosas nativas como las nanocelulosas modificadas quimicamente mediante

reacciones de acetilacion.
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Figura 5.1. Sistemas obtenidos a partir de las distintas estrategias de incorporacion de las

nanocelulosas en el PLA mediante las dos técnicas de procesamiento en fundido utilizadas.
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La Figura 5.1 esquematiza las estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA
y describe los distintos sistemas obtenidos empleando la nomenclatura que se utilizara a lo
largo de todo el capitulo.

Se denomina “PLA/BNC-D” y “PLA/VNC-D” a los sistemas resultantes de la introduccion
directa de las nanocelulosas nativas secadas en estufa y molidas en el equipo de mezclado
junto con los pellets de PLA; “PLA/BNC-MB” y “PLA/VNC-MB” a las peliculas obtenidas a partir
de la introduccién de las nanocelulosas nativas como parte de un masterbatch elaborado
previamente por evaporacion de solvente; y “PLA/AcCBNC-MB” y “PLA/AcVNC-MB” a las
peliculas desarrolladas mediante la incorporacion de las nanocelulosas en sus formas
acetiladas también como parte de un masterbatch obtenido previamente por evaporacion de
solvente (Figura 5.1). Ademas, la nomenclatura de todos los sistemas indica el porcentaje de
nanocelulosa que contienen (“X” en la Figura 5.1, que se vari6 entre 0.5y 7% (p/p)), y finaliza
con la designacion “M” o “E” como subindices, segun el tipo de procesamiento a partir del cual
se obtuvieron las peliculas: mezclado intensivo o extrusion, respectivamente. Los sistemas
desarrollados en esta tesis ascienden a un total de 74. A modo de ejemplo, en la Figura 5.1
se exhiben imagenes superpuestas al logo institucional de las peliculas compuestas
conteniendo 3% (p/p) de las nanocelulosas. Como se observa a simple vista, el procesamiento
y la estrategia de incorporacion de la carga fueron determinantes en la apariencia de las

peliculas.

5.2.1 Morfologia y propiedades Opticas

La Figura 5.2a ilustra los materiales que se incorporaron al equipo de procesamiento

(mezcladora o extrusora) segln la estrategia de incorporacion de la carga empleada.

El secado de las suspensiones de las nanocelulosas en estufa conduce a laminas que
luego en la molienda son reducidas a escamas. La Figura 5.2b presenta la distribucion de
tamafo de las escamas de BNC y VNC obtenidas. Como se puede observar, el secado y
molienda de las nanocelulosas conlleva a particulas de varios cientos de micrones. En la
estrategia directa estas escamas se incorporan junto con los pellets de PLA en el equipo de
procesamiento. En las estrategias que involucran la preparacion del masterbatch por
evaporacion de solvente (con una concentracion elegida de 16.7% (p/p)), en cambio, son los

masterbatches molidos los que se incorporan junto al PLA en el equipo de procesamiento.
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Figura 5.2. (A) Materiales que fueron incorporados a los equipos de procesamiento: pellets de
PLA 'y, alternativamente, BNC seca y molida, masterbatch con BNC nativa y masterbatch con BNC

acetilada. (B) Distribucién de tamafio de las escamas de BNC y VNC secas y molidas.

Con el fin de analizar el efecto de las diferentes estrategias de incorporacion de las
nanocelulosas en el PLA sobre su dispersion en la matriz, se estudié la morfologia y las
propiedades dpticas de las diferentes peliculas compuestas obtenidas tanto por mezclado
intensivo y moldeo por compresién, como por extrusiéon plana. Las Figuras 5.3a, 5.4a, 5.5ay
5.6a, muestran imagenes fotogréficas de todas las peliculas compuestas desarrolladas en
esta tesis, correspondiendo la Figura 5.3a a las peliculas de PLA y BNC obtenidas por
mezclado intensivo y moldeo por compresion; la Figura 5.4a a las peliculas de PLA y VNC
desarrolladas empleando la misma estrategia de procesamiento, y las Figuras 5.5ay 5.6a a
las peliculas obtenidas por extrusion plana conteniendo BNC y VNC, respectivamente. Las
Figuras 5.3b, 5.4b, 5.5b y 5.6b, por su parte, corresponden a macrografias de las peliculas

con un contenido de 7% (p/p) de las nanocelulosas.
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Figura 5.3a. Imagenes fotograficas de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
desarrolladas por mezclado intensivo y moldeo por compresion. Sistemas obtenidos para seis

concentraciones de carga empleando las tres estrategias de incorporacion descriptas.
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Figura 5.3b. Macrografias de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA con 7%
(p/p) de nanocelulosa bacteriana obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion
empleando el secado de la BNC y mezclado directo, la preparacién de un masterbatch con BNC
nativa, y la preparacion de un masterbatch con BNC acetilada como estrategia de incorporacioén de la
carga. Distribucion de tamafio de los agregados observados en las peliculas directas (esquina
superior derecha), basadas en las macrografias del anexo B.
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Enlas Figuras 5.3ay 5.3b se puede observar que en las peliculas en las que la BNC nativa
fue introducida de forma directa en la mezcladora (filas superiores de ambas figuras) existen
agregados de nanocelulosa de contorno irregular distinguibles a simple vista distribuidos en
la matriz. Su presencia es mas evidente a mayores concentraciones de carga. De acuerdo
con las mediciones realizadas con el programa ImageJ dichos agregados exhiben una amplia
distribucion de tamafio de particula, la cual puede verse en el inserto de la Figura 5.3b (ver
macrografias con menor magnificacion en el anexo B). El tamafio de los agregados
observados en las peliculas obtenidas por la estrategia directa y su comparacion con el de las
escamas originales de la BNC seca y molida (Figura 5.2b), indican que como consecuencia
del mezclado intensivo aumenté la contribucion de los agregados de menor tamafio (<400
micrones) en desmedro de los de tamafios intermedios (400-841 micrones), manteniéndose
aproximadamente constante la contribucion de los mas grandes (>841 micrones). Un
comportamiento similar se observo para las peliculas directas con nanocelulosa de origen
vegetal como se muestra en el inserto de la Figura 5.4b. Estos resultados indican que, si bien
el mezclado intensivo parece haber inducido la fragmentacién de algunos agregados, el
secado inicial de las suspensiones acuosas de nandfibrillas de celulosa habria condicionado
el tamafio final de los agregados presentes en las peliculas compuestas a valores de varios
cientos de micrones. La agregacion de las nanocelulosas durante el secado es un fenébmeno
mayormente irreversible, ampliamente conocido en la literatura como "hornificacion". El mismo
resulta del empaquetamiento compacto de las cadenas de nanocelulosa luego de la

eliminacion del agua durante el secado.

La segunda y tercera fila de las Figuras 5.3a y 5.3b muestran imagenes de las peliculas
de PLA/BNC-MBm y PLA/AcBNC-MBwm obtenidas a partir del mezclado de los masterbatches
preparados por evaporacion de solvente como paso previo al mezclado en fundido, junto con
la cantidad de PLA necesaria para alcanzar las concentraciones finales de nanocelulosa en
las peliculas compuestas (0.5; 1; 1.5; 3; 5y 7% (p/p)). En estas imagenes se observan muy
pocos agregados de nanocelulosa, lo que sugiere una dispersion de las nanofibrillas
significativamente superior respecto de su introduccion “directa”. Lo anterior es el resultado
de la implementacion de una estrategia que limita la hornificaciéon de las nanofibrillas de
nanocelulosa durante el secado, al promover su deshidratacion en presencia de cadenas de

acido polilactico en solucion que se “intercalarian” entre las nanofibrillas de celulosa.

Como se mencionod en la introduccion del capitulo, la estrategia de la preparacion de un
masterbatch antes del mezclado en fundido ha sido previamente propuesta en la literatura
para el desarrollo de diferentes materiales compuestos de PLA y nanocelulosas (Ambrosio
et al., 2015; Eyholzer et al., 2012; Jonoobi et al., 2010; Jonoobi et al., 2012). En la mayoria
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de las contribuciones, la incorporacion de la carga en la matriz condujo a mejoras en las
propiedades de los materiales compuestos respecto del PLA, las que fueron explicadas en
términos de la buena dispersion de las nanocelulosas en la matriz debido a la estrategia de

incorporacion utilizada.

PLA/VNC-Dy,
0.5% (p/p) 1% (p/p) 1.5% (p/p) 3% (p/p) 5% (p/p) 7% (p/p)

== e

Figura 5.4a. Imagenes fotograficas de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal

desarrolladas por mezclado intensivo y moldeo por compresion. Sistemas obtenidos para seis

concentraciones de carga empleando las tres estrategias de incorporacién descriptas.
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Figura 5.4b. Macrografias de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA con 7%
(p/p) de nanocelulosa vegetal obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando
el secado de la VNC y mezclado directo, la preparacion de un masterbatch con VNC nativa, y la
preparacion de un masterbatch con VNC acetilada como estrategia de incorporacion de la carga.
Distribucion de tamafio de los agregados observados en las peliculas directas (esquina superior
derecha), basadas en las macrografias del anexo B.
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Los beneficios derivados de utilizar la estrategia del masterbatch también se evidenciaron
en las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosas vegetales (VNC and AcVNC) preparadas
en mezcladora (Figura 5.4ay 5.4Db).

Con esta estrategia, si bien todavia se observan inclusiones, las mismas tienen mucho
menor tamafio que las de las peliculas obtenidas por la estrategia directa (segunda y tercera
filas versus primera fila de las Figuras 5.4a y 5.4b). Las diferencias en estas observaciones
para las nanocelulosas vegetales con respecto a las nanocelulosas bacterianas podrian
atribuirse a la presencia de silicatos derivados del proceso de purificacion de la VNC que

promoverian la formacion de agregados de VNC y silicatos.

De modo similar, los materiales obtenidos mediante extrusiéon (Figuras 5.5a, 5.5b, 5.6a y
5.6b) exhiben distintas morfologias de acuerdo con la estrategia de incorporacion de la carga
empleada. En aquellas peliculas que contienen BNC incorporada de forma directa (Figuras
5.5a y 5.5b, fila superior) se observa un gran nimero de agregados de aspecto de irregular
de varios cientos de micrones segun surge del inserto de la Figura 5.5b. Analogamente a lo
observado en las peliculas mezcladas y moldeadas por compresién obtenidas por la
estrategia directa, la extrusién induce cierta fragmentacién de las escamas originales de BNC.
Sin embargo, el secado inicial de las suspensiones de nanocelulosa redunda en inclusiones
de varios cientos de micrones que el procesamiento no logra desagregar. Por otro lado, las
peliculas extruidas a partir de los masterbatches (Figuras 5.5a y 5.5b, fila central e inferior)
muestran una morfologia considerablemente mas homogénea. En concordancia con lo
observado en las peliculas obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion, la
disposicién de las cadenas de PLA entre las nanofibrillas de celulosa bacteriana durante el

secado del masterbatch habria limitado su agregacion irreversible.

Contribuciones previas de otros autores resaltaron resultados prometedores en términos
de la dispersion de otras nanocelulosas de origen vegetal (en este caso nanocristales de
celulosa) en una matriz de PLA mediante la combinacion de las técnicas de evaporacion de
solvente para la preparacion de masterbatches, seguida de extrusion. Los autores reportaron
una mejora significativa en la dispersion de los nanocristales, que atribuyeron a la combinacion

de ambos métodos de procesamiento (Bitinis et al., 2013).
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Figura 5.5a. Im4genes fotograficas de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
desarrolladas por extrusion plana. Sistemas obtenidos para seis concentraciones de carga empleando

las tres estrategias de incorporacion descriptas
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Figura 5.5b. Macrografias de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA con 7%
(p/p) de nanocelulosa bacteriana obtenidas por extrusion plana empleando el secado de la BNC y
mezclado directo, la preparacion de un masterbatch con BNC nativa, y la preparacion de un
masterbatch con BNC acetilada como estrategia de incorporacion de la carga. Distribucion de tamafio
de los agregados observados en las peliculas directas (esquina superior derecha), basadas en las
macrografias del anexo B.
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Figura 5.6a. Im4genes fotograficas de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
desarrolladas por extrusion plana. Sistemas obtenidos para seis concentraciones de carga empleando

las tres estrategias de incorporacion descriptas.
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Figura 5.6b. Macrografias de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA con 7%
(p/p) de nanocelulosa vegetal obtenidas por extrusién plana empleando el secado de la VNC y
mezclado directo, la preparacion de un masterbatch con VNC nativa, y la preparacion de un
masterbatch con VNC acetilada como estrategia de incorporacion de la carga. Distribucion de tamafio
de los agregados observados en las peliculas directas (esquina superior derecha), basadas en las

macrografias del anexo B.
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Finalmente, en las fotografias y macrografias de las peliculas extruidas de PLA y
nanocelulosa vegetal (Figuras 5.6a y 5.6b para las peliculas con 7% (p/p) de carga) se
observan inclusiones en todos los casos, independientemente de la estrategia de
incorporacion de la carga utilizada. En las peliculas compuestas obtenidas por medio de la
estrategia directa esto era esperable como resultado de la hornificacion de la VNC durante el
secado de la suspension acuosa original (la comparacion de la distribucién de tamafios de
particula del inserto de la Figura 5.6b con la de las escamas originales de la Figura 5.2b,
evidencia un efecto mas importante de la extrusion sobre la fragmentacion de los agregados
de VNC respecto de los de BNC). En las peliculas preparadas por masterbatching la presencia
de inclusiones responderia a la existencia de los silicatos residuales de la cascara de arroz

gue favorecerian la formacion de agregados de VNC, como se mencion6 anteriormente.

A B

PLA/BNC-D 7%g PLA/VNC-D 7%g

PLA/AcBNC-MB 7%g

Figura 5.7. Imégenes fotogréficas de las peliculas compuestas de PLA con 7% (p/p) de (A)
nanocelulosa bacteriana y (B) nanocelulosa vegetal, obtenidas por extrusion plana empleando las tres

estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.
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En la Figura 5.7 se muestran imagenes de las peliculas extruidas con 7% (p/p) de
nanocelulosa, obtenidas mediante las tres estrategias de incorporacion analizadas. En este
caso, siendo que las peliculas extruidas son mucho mas delgadas que las moldeadas, y
considerando ademas las caracteristicas intrinsecas de los distintos tipos de procesamiento,
los agregados de gran tamafio observados en las peliculas compuestas obtenidas por la
estrategia directa actian como defectos en la matriz induciendo el crecimiento plastico de
huecos a medida que la pelicula se estira a la salida de la extrusora. Las peliculas obtenidas
a través de la estrategia del masterbatch, en cambio, exhiben una morfologia mucho mas
homogénea debido a la mejor dispersion de las nanocelulosas.

La morfologia de las diferentes peliculas desarrolladas fue analizada mas en detalle por
microscopia electrénica de barrido. Las Figuras 5.8, 5.9a, 5.10 y 5.11 muestran micrografias
SEM de las superficies de fractura de las diferentes peliculas desarrolladas con 7% (p/p) de
carga. Ademas, en el anexo C se pueden ver las micrografias SEM correspondientes a las

peliculas con contenidos de nanocelulosas de 1.5% y 5% (p/p).

500 um |8

500 ym

Figura 5.8. Micrografias de barrido electrénico de las peliculas de PLA y de las peliculas
compuestas de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa bacteriana desarrolladas por mezclado intensivo y
moldeo por compresion empleando las tres estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el
PLA.
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Figura 5.9. (A) Micrografias de barrido electronico de las peliculas de PLA y de las peliculas

compuestas de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa vegetal desarrolladas por mezclado intensivo y
moldeo por compresion empleando las tres estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el

PLA. (B) Mapeos de andlisis elemental de las superficies de fractura.

En las micrografias de las peliculas directas con BNC obtenidas por mezclado intensivo y
moldeo por compresion (Figura 5.8, fila superior) se observan agregados irregulares de gran
tamafo, en los que la nanocelulosa esta principalmente dispuesta en capas. Este arreglo
laminar se ha reportado previamente en otros trabajos en los que se empleé BNC secada en
estufa (Quero et al., 2010; Zhang et al., 2021). En las peliculas directas con VNC también se

observan inclusiones de varios cientos de micrones (Figura 5.9, fila superior).
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Para las peliculas directas que contienen ambas nanocelulosas pueden observarse,
ademas, cavidades alrededor de las inclusiones. Resultados similares fueron reportados por
Mathew et al. (2005) quienes prepararon peliculas compuestas de PLA con hasta 25% (p/p)
de celulosa microcristalina. En las micrografias de las superficies de fractura de las peliculas
los autores observaron grandes agregados de celulosa rodeados de cavidades en la matriz,
y huecos en los sitios donde se hallaban estos agregados antes de la fractura. Los autores
atribuyeron la existencia de estas cavidades a una adhesion pobre entre las fases, derivada
de la incompatibilidad quimica existente entre el PLA hidrofébico y la superficie hidrofilica de
la nanocelulosa (Mathew, Oksman & Sain, 2005)

Por otra parte, las superficies de fractura de las peliculas obtenidas en esta tesis por
masterbatching seguido de mezclado intensivo y moldeo por compresién (Figuras 5.8 y 5.9,
filas centrales), exhiben agregados mucho mas pequefios que los presentes en las peliculas
directas. Estas observaciones son consistentes con lo reportado por Bagheriasl et al. (2019),
guienes desarrollaron compuestos de PLA y nanocristales de celulosa por mezclado en
fundido, comparando la introduccion de la carga en la matriz a través de la elaboracion de un
masterbatch por evaporacién de solvente, con su introduccién directa (ambos secados en
estufa). El analisis morfologico por SEM de las peliculas obtenidas revelé una dispersion

superior de los nanocristales introducidos por masterbatching (Bagheriasl et al., 2019).

Por ultimo, en las imagenes correspondientes a las peliculas desarrolladas por mezclado
intensivo y moldeo por compresion que contienen nanocelulosas acetiladas (Figuras 5.8 y
5.9, filas inferiores) también se observan agregados mucho mas pequefios que los
encontrados en las peliculas directas, y similares a los observados en las peliculas
desarrolladas por masterbatching con nanocelulosas nativas, resaltando la mejor dispersion

de las nanocelulosas por el efecto de dicha estrategia.

Por otro lado, en todas las peliculas con VNC, ademas de la morfologia tipica de los
agregados de nanocelulosa, las imagenes muestran que las mismas contienen particulas con
una morfologia diferente (Figura 5.9a, circulos rojos). Las mismas fueron analizadas por EDX
a los fines de identificar los elementos presentes. Los resultados se muestran en la Figura
5.9b donde se hace evidente la presencia de silice, confirmando que se trataria de silicatos

remanentes de la cidscara de arroz.
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Figura 5.10. Micrografias de barrido electrénico de las peliculas de PLA y de las peliculas
compuestas de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa bacteriana obtenidas por extrusiéon plana

empleando las tres estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.

En las Figuras 5.10 y 5.11 se agrupan las micrografias de las superficies de fractura de
las peliculas obtenidas por extrusion. Las peliculas compuestas directas (fila superior) exhiben
agregados de nanocelulosa de gran tamafo, como puede observarse incluso en las
superficies laterales, junto con algunas cavidades. Fortunati et al. (2012) obtuvieron resultados
similares a partir de la observacién de la superficie de fractura de peliculas extruidas de PLA
reforzado con un contenido del 5% (p/p) de celulosa microcristalina. Al igual que en las
micrografias de esta tesis, también observaron cavidades, las cuales atribuyeron a una
adhesion deficiente derivada principalmente de la incompatibilidad entre la nanocelulosa
hidrofilica y la matriz de PLA de caracter hidrofébico (Fortunati et al., 2012). La presencia de
estas cavidades también fue observada por otros autores en compuestos de PLA extruidos
con un contenido del 1%, 3%, 5% y 7% (p/p) de celulosa microcristalina, y explicada en

términos de la incompatibilidad entre las fases (Dogu & Kaynak, 2016).
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Figura 5.11. Micrografias de barrido electrénico de las peliculas de PLA y de las peliculas
compuestas de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa vegetal obtenidas por extrusion plana empleando

las tres estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.

En comparacién con la estrategia directa, y analogamente a lo observado en las peliculas
obtenidas por mezclado en fundido y moldeo por compresién, en las peliculas extruidas con
BNC y con VNC obtenidas por masterbatching los agregados son de menor tamafio respecto
a los observados en las peliculas directas (Figura 5.10 y 5.11, fila central). Si bien en estas
peliculas extruidas -mucho mas delgadas que las moldeadas- se dificulta identificar la
presencia de los agregados en las superficies de fractura, los mismos se pueden observar en

las caras laterales de las peliculas, sobre todo en aquellas con VNC.

Por otra parte, se sabe que el andlisis de algunas propiedades 6pticas de los materiales
compuestos puede brindar informacion valiosa sobre el nivel de dispersion de la fase discreta
en la matriz (Karkhanis et al., 2018). En este contexto, la Figura 5.12 muestra los valores de
opacidad correspondientes a todas las peliculas obtenidas. En cada caso se calculd la
opacidad relativa como Asoo/X normalizada al valor de opacidad correspondiente al PLA ya
gue el espesor de las peliculas extruidas es mucho menor que el de las peliculas moldeadas

por compresion. Los resultados obtenidos evidencian que el agregado de nanocelulosa al PLA
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conduce a un aumento de la opacidad de las peliculas, siendo este efecto mas evidente a
mayores concentraciones de carga para las tres estrategias de incorporacion de las
nanocelulosas, y las dos técnicas de procesamiento.
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Figura 5.12. Opacidad relativa de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y (A)
nanocelulosa bacteriana y (B) nanocelulosa vegetal obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por
compresion; y peliculas compuestas de PLA y (C) nanocelulosa bacteriana y (D) nanocelulosa vegetal
obtenidas por extrusion plana, empleando las tres estrategias de incorporacion de las nanocelulosas
en el PLA.
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En general, las peliculas directas exhiben una opacidad menor respecto de aquellas que
contienen nanocelulosas nativas introducidas por masterbatching. Lo anterior podria atribuirse
a que, en las peliculas directas, la opacidad medida es un promedio entre zonas relativamente
extensas de PLA transparente libre de carga y agregados de nanocelulosa como
consecuencia de la pobre dispersion de las nanocelulosas en la matriz. En los materiales en
los que se realizaron masterbaches, en cambio, las peliculas son mucho mas homogéneas

debido a la mejor dispersién de las nanofibrillas, lo que aumenta la opacidad de las peliculas.

En cuanto al efecto de la acetilacion, y si bien en el analisis morfoldgico no se detectaron
cambios significativos respecto de los masterbatches con nanocelulosa nativa, las
nanocelulosas hidrofobizadas condujeron a valores de opacidad menores respecto de sus
contrapartes nativas. Resultados similares fueron reportados por Tomé et al. (2011), quienes
encontraron que compuestos con nanocelulosas acetiladas (GS=0.02-0.06) exhibian una
menor opacidad que aquellos con nanocelulosas sin modificar. Los autores relacionaron estos
resultados con una mayor compatibilidad entre el PLA y la nanocelulosa como consecuencia
de la acetilacion (Tomé et al., 2011). Por su parte, Tingaut et al. (2010) desarrollaron
nanocompuestos de PLA y celulosa nanofibrilada de origen vegetal mediante la técnica de
evaporacion de solvente. Los autores observaron una mayor translucencia en peliculas
conteniendo nanocelulosa acetilada (Tingaut et al., 2010). En peliculas reforzadas con
nanocelulosa nativa, en cambio, evidenciaron un color blancuzco como resultado de la
formacion de agregados del refuerzo que promovieron la dispersion de la luz. Los autores
interpretaron la mayor translucencia como indicador de mejor dispersion de las nanofibrillas
en la matriz debido a un aumento en la compatibilidad entre ambos componentes, destacando
el efecto beneficioso de la acetilacién. Resultados similares fueron reportados posteriormente

por otros autores (Avila Ramirez et al., 2020; Jonoobi et al., 2012; Tomé et al., 2011).

Otra razén que podria haber afectado las propiedades 6épticas de las peliculas con
nanocelulosas acetiladas se relaciona con el fendmeno de dispersion de la luz vinculado con
las diferencias en los indices de refraccion de los componentes. La dispersion de la luz es un
efecto éptico que ocurre cuando la luz encuentra heterogeneidades en el indice de refraccion
de los materiales, por lo que se desvia de su trayectoria inicial. En los materiales
heterogéneos, el transporte de luz es un fenédmeno de volumen y su apariencia depende, entre
otras cosas, de la seccién transversal de dispersion de las particulas dispersoras, asi como
de las propiedades del conjunto tales como el porcentaje de volumen ocupado por las
particulas dispersoras de la luz, su orientacion promedio, su organizacion espacial, etc.
(Jacucci et al., 2021).
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Se conoce que, en los materiales compuestos, la similitud en el indice de refraccion de la
matriz y la carga promueve una menor dispersion de la luz. Considerando la informacion
disponible en la bibliografia, el indice de refraccion del PLA es 1.47 (He et al., 2021), el de la
celulosa es 1.5 (Jacucci et al., 2021; Nogi et al., 2005) y el del triacetato de celulosa 1.47
(Nogi et al., 2005). En funcion de ello, es posible que las mejoras en las propiedades épticas
observadas a partir de la acetilacion de las nanocelulosas también estén relacionadas con un

mejor "refractive index matching" entre el PLA y la superficie acetilada de las nanocelulosas.

Por otra parte, la Tabla 5.1 agrupa los parametros de color L*, a* y b* de las peliculas
desarrolladas por mezclado intensivo y moldeo por compresion, correspondientes al promedio
de los valores obtenidos a partir de diez mediciones validas para cada muestra. También se

presentan los valores de AE calculados respecto del PLA segun se describié en el capitulo 2.

El AE se mide en una escala de 1 a 100y, en la industria, es comun interpretar los valores
de este parametro segun intervalos que consideran la capacidad del ojo humano para percibir

cambios de color (https://www.sensientindustrial.com/na/color-college/how-to-choose-

color/how-do-we-calculate-a-perceptible-difference). De acuerdo con los valores obtenidos,

las diferencias de color se pueden clasificar como: no perceptibles (menos de 1), solo
perceptibles bajo un examen minucioso (1-2), ligeramente perceptibles (2-10),
perceptiblemente diferentes, pero aun parecen similares (11-49) y colores

opuestos/complementarios en la rueda de colores (100).

Tabla 5.1. Parametros de color de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y
nanocelulosas obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresién empleando las tres

estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.

Muestra L* a* b* AE
PLAW 80.8+0.9 -0.2+0.1 -1.5+0.6 -

PLA/BNC-D 0.5%m 78.6+x1.5 -0.6+0.5 -0.5+0.4 2.5
PLA/BNC-D 1%mw 79.3+0.6 -0.5+0.0 -0.8+0.3 1.7
PLA/BNC-D 1.5%m 78.7t1.4 -0.5+0.0 1.9+1.0 4.0
PLA/BNC-D 3%mw 77.9+1.1 -0.6+0.0 1.9+1.1 4.5
PLA/BNC-D 5%mnm 79.9+0.5 -0.5+0.0 3.4+0.4 5.0
PLA/BNC-D 7%mwm 79.5+0.5 -0.2+0.2 6.2+0.9 7.8
PLA/BNC-MB 0.5%wm 79.3+1.1 -0.2+0.0 -0.2+0.5 2.0
PLA/BNC-MB 1% 78.1+0.5 -0.5+0.0 1.4+0.4 4.0
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PLA/BNC-MB 1.5%u 75.4%1.5 0.5:0.0 | 3.410.4 7.3
PLA/BNC-MB 3% 77.240.9 0202 | 7.320.5 9.5
PLA/BNC-MB 5% 78.1+1.1 0.2¢0.1 | 8.240.9 10.1
PLA/BNC-MB 7% 72.5+1.8 2.0£0.4 14.5:0.8 | 18.2
PLA/ACBNC-MB 0.5%u 79.310.5 0.3t0.4 | -05:05 | 1.8
PLA/ACBNC-MB 1% 77.4%1.2 0.240.1 2.4+1.0 5.2
PLA/ACBNC-MB 1.5%u 78.240.9 -0.2+0.0 | 0.620.6 3.4
PLA/ACBNC-MB 3% 73.620.5 1.0£0.1 7.740.4 11.8
PLA/ACBNC-MB 5% 68.6+1.6 1.840.3 12.010.8 | 18.3
PLA/ACBNC-MB 7% 66.0£0.7 3.020.1 15.310.3 | 27.4
PLA/VNC-D 0.5%u 80.620.5 0.2¢0.0 | -1.9+03 | 0.0
PLA/VNC-D 1% 79.740.5 0.2+00 | -12:03 | 11
PLA/VNC-D 1.5%y 78.5£0.9 0.1+0.1 | -0.7+04 | 24
PLA/VNC-D 3% 76.420.8 0.0£0.0 0.840.5 5.0
PLA/VNC-D 5% 75.541.2 0.240.1 2.510.8 6.7
PLA/VNC-D 7% 73.911.6 0.520.2 4.420.1 9.1
PLA/VNC-MB 0.5%u 80.7+0.8 0.2¢0.1 | -1.8406 | 0.3
PLA/VNC-MB 1%y 79.2+0.8 -0.3:0.0 | 0.4%0.2 2.5
PLA/VNC-MB 1.5%u 78.9+1.2 -0.3:0.0 | 0.4%0.8 2.7
PLA/VNC-MB 3% 75.6+1.3 0.120.1 4.410.8 7.9
PLA/VNC-MB 5%y 69.320.7 1.2+0.0 10.2¢0.3 | 165
PLA/VNC-MB 7% 68.8+1.0 1.7+0.3 11.6¢1.0 | 17.9
PLA/ACVNC-MB 0.5%u 81.7+0.5 0.3:0.0 | -1.4+03 | 0.9
PLA/ACVNC-MB 1%, 81.1+0.5 0.4+0.0 | -1.4+03 | 0.4
PLA/ACVNC-MB 1.5%\ 80.7+0.7 0.3:0.0 | -1.2¢03 | 0.3
PLA/ACVNC-MB 3%, 78.920.5 -0.4+0.0 | 0.5:0.4 2.8
PLA/ACBNC-MB 5% 77.240.5 0.3:0.1 | 2.240.4 5.2
PLA/ACVNC-MB 7% 72.840.3 0.020.1 6.1£0.3 11.0

Globalmente, las peliculas compuestas obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por
compresion muestran valores ligeramente reducidos de L*; valores similares de a* y valores
méas altos de b* en comparacion con el PLA solo, dando lugar a valores de AE entre 0.0 y
27.4, producto de las disminuciones en la luminosidad de los materiales, y de corrimientos
hacia tonalidades amarillentas perceptibles al ojo humano, que podrian atribuirse a la
coloracién que les imparten las nanocelulosas. A medida que aumenta el contenido de carga,

se observan cambios mas pronunciados en los paradmetros de color. Hallazgos similares
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fueron reportados por Patwa et al. (2019) quienes observaron en compuestos de PLA y BNC
disminuciones en el pardmetro L*, y aumentos en los valores a* y b* con el incremento de la
concentracion del refuerzo, resultando en valores de AE=27.0 para peliculas con contenidos
del 30% de carga. En esa oportunidad, el oscurecimiento del material tras la incorporacion del
refuerzo en la matriz, y el desplazamiento hacia tonalidades rojas y amarillas, se tradujo en
coloraciones amarronadas (Patwa et al., 2019). Como puede observarse en la Tabla 5.1, los
cambios de color de las peliculas estan influenciados por la estrategia de incorporacion de la
carga. Las peliculas elaboradas a través de la técnica de masterbatch, mas homogéneas,
exhiben mayores diferencias de color (evidenciadas como mayores valores de AE) que las

peliculas directas, sobre todo a elevadas concentraciones de carga.

Tabla 5.2. Parametros de color de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y
nanocelulosas obtenidas por extrusion plana empleando las tres estrategias de incorporacién de las

nanocelulosas en el PLA.

Muestra L* a* b* AE

PLAE 86.1+0.3 -0.3+0.0 -4.61+0.1 -
PLA/BNC-D 0.5%¢ 86.2+0.3 -0.3+0.1 -4.5+0.1 0.2
PLA/BNC-D 1%e 86.6+0.4 -0.4+0.0 -4.3+0.1 0.6
PLA/BNC-D 1.5%¢ 86.5+0.1 -0.4+0.0 -4.2+0.2 0.6
PLA/BNC-D 3%e 86.1+0.3 -0.4+0.0 -3.940.2 0.7
PLA/BNC-D 5%e 87.1+0.2. -0.4+0.1 -3.8+0.2 1.3
PLA/BNC-D 7%e 87.3+0.1 -0.4+0.0 -4.5+0.1 1.2
PLA/BNC-MB 0.5%¢ 87.8+0.1 -0.4+0.1 -4.2+0.1 1.7
PLA/BNC-MB 1%g 87.2+0.1 -0.4+0.1 -4.2+0.1 1.2
PLA/BNC-MB 1.5%¢ 87.8+0.1 -0.4+0.0 -4.5+0.0 1.7
PLA/BNC-MB 3%g 87.3+0.3 -0.4+0.0 -4.2+0.0 1.3
PLA/BNC-MB 5%¢g 87.1+0.2 -0.4+0.1 -3.940.2 1.2
PLA/BNC-MB 7%g 87.3+0.3 -0.4+0.0 -3.840.2 1.4
PLA/AcBNC-MB 0.5%¢ 87.8+0.1 -0.4+0.1 -4.5+0.1 1.7
PLA/AcBNC-MB 1%¢ 87.2+0.1 -0.4+0.1 -4.240.1 1.2
PLA/AcBNC-MB 1.5%¢ 87.8+0.1 -0.4+0.0 -4.5+0.0 1.7
PLA/AcBNC-MB 3%¢ 86.8+0.2 -0.4+0.1 -3.7+0.2 1.1
PLA/AcBNC-MB 5%¢ 86.0+0.1 -0.4+0.0 -3.3+0.3 1.3
PLA/AcBNC-MB 7%¢ 86.1+0.2 -0.2+0.0 -3.0+1.0 1.6
PLA/VNC-D 0.5%¢e 86.1+0.4 -0.3+0.0 -4.4+0.1 0.2
PLA/VNC-D 1%e 85.6+1.2 -0.3+0.0 -4.4+0.1 0.5
PLA/VNC-D 1.5%¢e 85.9+1.2 -0.3+0.0 -4.4+0.1 0.3
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PLA/VNC-D 3%¢ 86.0+0.4 -0.3+0.0 -4.0+0.1 0.6
PLA/VNC-D 5%¢ 86.2+0.4 -0.3+0.0 -4.2+0.1 0.4
PLA/VNC-D 7%¢ 85.7+0.5 -0.2+0.2 -3.6+0.1 11
PLA/VNC-MB 0.5%¢g 86.3+0.3 -0.3+0.0 -4.6+0.0 0.2
PLA/VNC-MB 1%e 86.9+0.8 -0.3+0.1 -4.5+0.1 0.8
PLA/VNC-MB 1.5%¢ 86.7+0.3 -0.3+0.1 -4.5+0.1 0.6
PLA/VNC-MB 3%¢ 86.6+0.3 -0.3+0.1 -4.340.1 0.6
PLA/VNC-MB 5%¢ 86.9+0.2 -0.3+0.1 -4.1+0.0 0.9
PLA/VNC-MB 7%¢ 87.2+0.1 -0.3+0.0 -3.7+0.1 1.4
PLA/ACVNC-MB 0.5%¢ 86.6+0.2 -0.3+0.0 -4.6+0.0 0.5
PLA/ACVNC-MB 1%¢ 86.7+0.3 -0.3+0.0 -4.6+0.1 0.6
PLA/ACVNC-MB 1.5%¢ 86.8+0.2 -0.3+0.0 -4.5+0.0 0.7
PLA/ACVNC-MB 3%¢ 87.3+0.4 -0.4+0.1 -4.4+0.1 1.2
PLA/AVBNC-MB 5%¢ 87.3+0.2 -0.3+0.0 -4.3+01 1.2
PLA/ACVNC-MB 7%¢ 87.3+0.1 -0.3+0.0 -4.3+0.1 1.2

En el caso de las peliculas extruidas, que poseen mucho menor espesor que las peliculas
mezcladas y moldeadas, los valores de luminosidad son mayores. En cuanto al efecto de la
incorporacion de las nanocelulosas, en general no se observan cambios importantes en los
valores de L*, a* y b* respecto del PLA, lo que se traduce en valores de AE que no superar
1.7. Es decir, que los cambios de color pueden considerarse imperceptibles o perceptibles
solamente bajo un examen muy minucioso (valores de AE menores a 2). Los valores de AE
de la Tabla 5.2, muy inferiores a los de la Tabla 5.1, sugeririan un efecto del tipo de

procesamiento y/o de la cantidad neta de nanocelulosa en peliculas de espesor muy diferente.

Una de las potenciales aplicaciones de los materiales basados en PLA es el envasado de
alimentos, donde las propiedades visuales juegan un rol clave en las preferencias del
consumidor. Para este uso, se suelen preferir materiales mas ligeros y transparentes con
colores menos saturados, a partir de lo cual se podria concluir que las peliculas extruidas y
las moldeadas por compresién con bajos contenidos de carga podrian ser mas adecuadas
para este tipo de aplicaciones. En general, las peliculas elaboradas por masterbatching
podrian ser integralmente mas aceptadas debido a su apariencia mucho mas homogénea que

las directas.
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5.2.2 Propiedades mecénicas

A continuacién, se presentan y discuten las propiedades de traccion de las peliculas
compuestas obtenidas.
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Figura 5.13. (A) M6dulo de Young, (B) resistencia a la traccion y (C) elongacién a la rotura de las
peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa bacteriana obtenidas por
mezclado intensivo y moldeo por compresion, empleando las tres estrategias de incorporacion de las

nanocelulosas en el PLA.
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Figura 5.14. (A) M6dulo de Young, (B) resistencia a la traccion y (C) elongacién a la rotura de las

peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa vegetal obtenidas por

mezclado intensivo y moldeo por compresion, empleando las tres estrategias de incorporacién de las

nanocelulosas en el PLA.

Los valores de los parametros de traccion de las peliculas con nanocelulosa bacteriana y

nanocelulosa vegetal obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresién, empleando

las tres estrategias de incorporaciéon de la carga se presentan en las Figuras 5.13 y 5.14,

respectivamente. Independientemente del tipo de nanocelulosa empleada, la mayoria de las

peliculas compuestas presentan mayor rigidez que la pelicula de PLA, y se observa una

tendencia creciente del moédulo con el contenido de nanocelulosa como resultado de la

introduccién de cargas rigidas en una matriz mas deformable (Mokhena et al., 2018).
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Ademas, el efecto de la estrategia de incorporacién de la carga también es evidente en los
valores de médulo de Young, siendo mayores los valores de las peliculas compuestas
obtenidas a través de masterbatching, sin un efecto significativo derivado de la acetilacién de
las nanocelulosas. La preparacion previa de los masterbatches por evaporacion de solvente
mejora la dispersion de las nanocargas limitando su hornificacion durante el secado a partir
de un sistema diluido en presencia de cadenas de PLA. Este efecto es particularmente
pronunciado en el caso de las peliculas compuestas que contienen BNC y AcBNC. El moédulo
de Young es un parametro mecanico que se obtiene a niveles muy bajos de deformacién, por
lo que esta mayormente determinado por la dispersion de la carga en la matriz y no deberia
verse afectado por la interaccion interfacial (M6cz6 & Pukéanszky, 2008). La mejor dispersion
de las nanocelulosas en el PLA derivada de la estrategia de masterbatching justifica el
aumento de rigidez observado. Por otro lado, la incorporacién directa de las nanocelulosas en
el PLA conduce a una reduccion de la resistencia a la traccion de las peliculas. Este parametro
depende de la interaccion entre los componentes, lo que determina la transferencia de
esfuerzos de la matriz a la carga, asi como de la dispersion de la carga en la matriz. Los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis revelan la incapacidad de la matriz polimérica
hidrofébica para transferir esfuerzos a las cargas hidrofilicas pobremente dispersas (Arteaga-
Ballesteros et al., 2021; Cunha et al., 2014). También se observa una tendencia decreciente
de la resistencia con el contenido de carga -especialmente en las peliculas compuestas con
nanocelulosa bacteriana- lo que puede atribuirse al contenido creciente de la carga
pobremente dispersa. Por otra parte, los valores de resistencia a la traccién de las peliculas
compuestas con VNC preparadas por masterbatching que poseen los mayores contenidos de
carga analizados (5% y 7% (p/p)) recuperan el valor de la pelicula de PLA, mientras que la
misma estrategia conduce a peliculas compuestas con BNC con valores de resistencia
similares al PLA para todos los contenidos de nanocelulosa estudiados. En comparacién con
los compuestos obtenidos por incorporacion directa de las nanocelulosas en el PLA, el
masterbatching conduce a peliculas compuestas mas resistentes como resultado de la mejor
dispersion de la nanocarga debido a la reduccion de los efectos de la hornificacion antes
mencionados. La acetilaciéon superficial de las nanocelulosas realizada con el objetivo de
aumentar la interaccién entre las fases y mejorar aun mas la dispersion de las cargas, no
conduce a cambios significativos en la resistencia a la traccion, sugiriendo que la adhesion
interfacial entre el PLA y las nanocelulosas acetiladas no mejora significativamente para el

grado de sustitucion conferido a las nanocargas (GS=0.20).

Finalmente, la ductilidad (Figuras 5.13c y 5.14c) de las peliculas se redujo

significativamente en comparacion con el PLA puro, con una tendencia levemente decreciente
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a mayor contenido de nanocelulosa. Estos resultados son consistentes con los informados
previamente para sistemas similares, y constituyen una tendencia cominmente observada en
compuestos termoplasticos. Se deben principalmente a la restriccion impuesta por una carga
mas rigida a la deformacion plastica de la matriz, creciente a mayores contenidos de carga
(Avila Ramirez et al., 2018; Eyholzer et al., 2012; GanR et al., 2012; Panaitescu et al.,
2017). Estos resultados son comparables con los obtenidos por Suryanegara et al. (2009),
quienes prepararon laminas compuestas de PLA con celulosa microfibrilada a partir de la
mezcla de ambos componentes en un solvente organico, seguido de secado y prensado en
caliente. Contenidos de refuerzo del 20% (p/p) condujeron a aumentos en el médulo respecto
del PLA puro y a caidas en la elongacion a la rotura, que los autores relacionaron con el

agregado de fibras rigidas a una matriz mas ductil (Suryanegara et al., 2009).

Las Figuras 5.15 y 5.16 muestran, respectivamente, los valores de los parametros de
traccion de las peliculas con nanocelulosa bacteriana y nanocelulosa vegetal obtenidas por
extrusion plana empleando las tres estrategias de incorporacién de la carga. Globalmente, en
estas peliculas no se observan mejoras notables derivadas de la incorporacion de las
nanocelulosas por ninguna de las tres estrategias implementadas con valores de médulo,
resistencia a la traccion y elongacion a la rotura similares o inferiores a los de la pelicula
extruida de PLA. Sin embargo, los valores registrados si permiten confirmar cierto efecto
positivo de la estrategia del masterbatch por sobre el mezclado directo del PLA con las
nanocelulosas secas y molidas. Tal es el caso de los valores de mdédulo y resistencia a la
traccion de las peliculas con BNC (principalmente a mayores contenidos de carga), y la
elongacion a la rotura en el caso de las peliculas con VNC. Por otro lado, anadlogamente a lo
observado para las peliculas moldeadas por compresién, la resistencia a la traccion y la
elongacién a la rotura exhiben una tendencia decreciente con el contenido de las
nanocelulosas, siendo este efecto mas pronunciado en el caso de las peliculas compuestas
con BNC.
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Figura 5.15. (A) M6dulo de Young, B) resistencia a la traccién y C) elongacion a la rotura de las
peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa bacteriana obtenidas por

extrusiéon plana, empleando las tres estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.
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Figura 5.16. (A) M6dulo de Young, (B) resistencia a la traccion y (C) elongacién a la rotura de las
peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa vegetal obtenidas por

extrusién plana, empleando las tres estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.

Por ultimo, tampoco en las peliculas extruidas la acetilacion se tradujo en cambios
significativos en la resistencia a la traccién, sugiriendo que la adhesion interfacial entre el PLA
y las nanocelulosas acetiladas no mejora significativamente para el grado de sustitucion
conferido a las nanocargas. Este grado de sustitucion habia resultado previamente en mejoras
significativas en la dispersion de BNC en peliculas compuestas de PLA preparadas por

evaporacion de solvente, que se tradujeron en aumentos del modulo y la resistencia a la
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traccion respecto de peliculas con BNC nativa, no habiéndose identificado incrementos
adicionales a partir del uso de mayores grados de sustitucion (GS hasta 0.6) (Avila Ramirez
et al., 2019; Avila Ramirez et al., 2020). Tal resultado promovi6 el empleo del menor nivel de
acetilacion (GS= 0.2) en la presente tesis. Sin embargo, evidentemente los resultados del
efecto de la acetilacion de las nanocelulosas en el procesamiento por evaporacion de solvente
no son necesariamente extrapolables a otros métodos de procesamiento tales como el
mezclado en fundido seguido de moldeo por compresion o la extrusion empleados en este
trabajo. En este contexto, y ante la posibilidad de utilizar grados de sustitucion superiores de
las nanocelulosas en trabajos futuros, serd4 importante restringir oportunamente la
modificacion quimica a niveles que no afecten la cristalinidad de las nanocelulosas y las

propiedades derivadas.

Cabe destacar que, en general, todas las peliculas extruidas presentaron un desempefio
mecanico superior respecto de sus equivalentes obtenidas por mezclado en fundido seguido
de moldeo por compresién, con valores superiores de médulo de Young, resistencia a la
traccion y elongacion a la rotura. Esto podria atribuirse a que el paso forzado del material
extruido por la boquilla plana acoplada al equipo de procesamiento y posteriormente por la
calandra, favorecié la orientacibn molecular del polimero en la direccibn de extrusion

(longitudinal) con el consiguiente aumento de la rigidez y la resistencia en dicha direccion.

5.3 Conclusiones del Capitulo 5

La caracterizacién morfologica, 6ptica y mecénica de las peliculas desarrolladas revel6 que
la preparacion previa de masterbatches mediante evaporaciéon de solvente permite mejorar la
dispersién de las cargas nanoceluldsicas en la matriz de PLA en comparacion con la mezcla
directa de las nanocelulosas secas y molidas con el polimero. En el caso de las peliculas con
nanofibrillas de celulosa procedentes de cascara de arroz, sin embargo, la persistencia de
silicatos de la materia prima favorecio la formacion de agregados, aungue los mismos fueron
de menor tamafio que los observados en las peliculas con VNC obtenidas mediante la
estrategia directa. En cuanto a las propiedades mecanicas de las peliculas obtenidas, no se

hallaron cambios adjudicables particularmente a la presencia de estos silicatos.

En cuanto a los efectos de la acetilacion, la modificacién quimica de las nanocelulosas
impacto6 positivamente en las propiedades Opticas de las peliculas, probablemente debido a

cambios en el indice de refraccion del material. Sin embargo, esto no condujo a una mejora

184



[\:III\_('I'HI(]H(I
Naciona . .
q rl('“(g'liilmz-n 2024 Jimena Bovi

importante en las propiedades mecénicas de las peliculas. En particular, con respecto a la
resistencia a la traccion, es posible que el grado de sustitucién conferido a las nanocelulosas
no haya sido suficiente para promover la adhesion interfacial requerida para una transferencia

efectiva de esfuerzos.
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CAPITULO 6:

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO
TERMICO, DE BARRERA Y DE
DESINTEGRACION DE LAS PELICULAS
COMPUESTAS EXTRUIDAS
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RESUMEN

En el capitulo 5 se analizaron las propiedades Opticas, la morfologia, y las propiedades
mecéanicas de peliculas compuestas de PLA conteniendo dos tipos de nanocelulosas
(bacteriana y vegetal) obtenidas mediante tres estrategias de incorporacion distintas, y a
través de dos técnicas de procesamiento diferentes (mezclado intensivo seguido de moldeo

por compresion y extrusion plana).

En este capitulo, se presentan los resultados de la caracterizacion térmica, la
permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno, y la desintegracién en condiciones de
compostaje simuladas en laboratorio de las peliculas compuestas obtenidas mediante
extrusion por ser éste el método con mayor potencial de escalado. Para estos ensayos se
seleccionaron los materiales con concentraciones de nanocelulosa (tanto bacteriana como
vegetal) de 1.5% y 5% (p/p).

191



l\:ni\_(-rmil;z(l
Naciona . .
q rl('“(g'liilmc',s 2024 Jimena Bovi

6.1 Introduccidn

En los proximos afios, la participacion de los bioplasticos en el mercado global de los
plasticos como alternativa a los polimeros convencionales dependera fuertemente de su
competitividad en términos de costo y desempefio. En este sentido el desarrollo de materiales
compuestos que involucren cargas biobasadas y/o biodegradables y que mejoren sus
propiedades resulta una alternativa muy atractiva que ha merecido especial atencién en las

Ultimas décadas.

En este contexto, mas alla del efecto de la incorporacion de las cargas sobre las
propiedades mecanicas y Opticas de los compuestos, resulta de interés conocer su efecto
sobre las propiedades de barrera a los gases y sobre la biodegradabilidad de los materiales
en diferentes ambientes. Esto es particularmente importante en el caso de los materiales
basados en PLA que ya se utilizan principalmente en envases y vajilla de un solo uso, donde
la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno condiciona el estado de los productos
envasados, al tiempo que su biodegradabilidad determina su permanencia en el ambiente al

final de su vida Util.

Se sabe que en los materiales compuestos la incorporacion de una carga o relleno puede
inducir cambios en la cristalinidad del polimero de la matriz y en su comportamiento térmico.
Estos efectos en general se evallan a través de estudios calorimétricos que dan cuenta de
cambios en las temperaturas y entalpias caracteristicas. En términos generales, la
incorporacion de nanofibrillas de celulosa tiende a mejorar las propiedades térmicas de los
compuestos, con aumentos en su cristalinidad. La incorporacién de nanocelulosas puede
aumentar los sitios de nucleacion en los dominios amorfos dando como resultado el aumento
de la cristalinidad general de los compuestos. No obstante, una dispersion pobre y la
agregacion de la nanocelulosa en la matriz, especialmente a elevadas concentraciones,

suelen afectar estas propiedades (Gan et al., 2020).

Como se evidencia en la literatura de compuestos de PLA y diferentes nanocelulosas la
cristalinidad de la matriz afecta las propiedades de barrera de los materiales (Fortunati et al.,
2010; Karkhanis et al., 2018; Rhim et al., 2006; Sanchez-Garcia et al., 2008). La estructura
molecular cristalina reduce la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno, mientras que los
polimeros amorfos tienden a ser mas permeables debido a su estructura altamente
desordenada. Estas propiedades se ven afectadas ademas por otros factores como la
naturaleza quimica del polimero y del refuerzo (en particular su polaridad), su concentracion,

su grado de dispersion en la matriz, la adhesion entre las fases, etc. (Gardebjer et al., 2016;
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Liu et al., 2010; Sanchez-Garcia et al., 2008). Ademas, la presencia del refuerzo, sobre todo
de dimensiones nanométricas, puede contribuir con el aumento del camino tortuoso para el
permeante que debera rodearlo en su paso a través de la matriz, como se ilustra en la
bibliografia especifica de peliculas de PLA y nanocelulosas (Gardebjer et al., 2015; Liu et
al., 2019). La permeabilidad también depende de la forma y relacion de aspecto de la carga
utilizada. Yu et al. (2016), por ejemplo, desarrollaron compuestos de PLA reforzados con
nanoesferas, nanocristales y nanofibras de celulosa, y hallaron reducciones variables en los
valores de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas compuestas respecto del PLA
puro. Una dispersion mas eficiente de las nanoesferas y los nanocristales condujo a mejores
propiedades de barrera que las nanofibras de mayor longitud, que mostraron mayor tendencia
a formar grandes agregados en la matriz polimérica durante el mezclado (Yu et al., 2016).

Por otra parte, en cuanto a la biodegradabilidad del PLA, se sabe que se trata de un
material que se degrada en compostaje industrial (58°C) y en condiciones de digestién

anaerdbica (52°C) (www.bio-based.eu/graphics). Entre los microorganismos que poseen la

capacidad de degradar el PLA se han encontrado algunos actinomicetos y bacterias
termofilicas de la especie Bacillus licheniformis, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus,
Geobacillus thermocatenulatus, Nonomureae terrinata, Micromonospora viridifaciens,
Micromonospora echinospora, Laceyella sacchari, Thermoactinomyces vulgaris vy
Nonomureae fastidiosa (Sukkhum et al., 2012). Se sabe que los microorganismos solo
pueden asimilar oligdmeros o productos de bajo peso molecular liberados de la matriz de
polimero como consecuencia de la hidrélisis abidtica previa del PLA. Aungue los fendmenos
involucrados son complejos, se puede simplificar la interpretacion de la biodegradabilidad del
PLA considerando que los oligdmeros generados por la hidrdélisis difunden desde el interior de
la muestra hacia la superficie, con una difusion que disminuye a medida que aumenta el grado
de cristalinidad. En la superficie, estos oligdmeros son degradados por microorganismos, cuya
presencia y naturaleza también dependen de la disponibilidad de agua y oxigeno (Gorrasi &
Pantani, 2018).

En general, mas alla de los estudios especificos de biodegradacion de peliculas
compuestas de PLA y nanocelulosas donde se debe seguir la evoluciéon de los gases
generados o0 consumidos por los microorganismos, la mayoria de los trabajos evalGan
desintegracion (rotura fisica de un material en fragmentos muy pequefios) en condiciones de
compostaje simulado en laboratorio tal cual se llevo a cabo en este trabajo de tesis. En la
literatura se pueden encontrar numerosos estudios con diversos resultados en los que se
evalué la desintegracion de compuestos de PLA y nanocelulosa en condiciones de

compostaje simulado en laboratorio para obtener informacién sobre su comportamiento post-
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uso. En algunos casos, la adicién de nanocelulosa hidrofilica aceler6 la desintegracion del
PLA, mientras que en otros se demostré que la incorporaciéon de cargas en el PLA
(nanocelulosa y otros aditivos tales como surfactantes, agentes antimicrobianos,
plastificantes, etc.) ralentiz6 este proceso (Luzi et al., 2015; Wietecha et al., 2023).

En este capitulo se presentan los resultados de la evaluacion de las propiedades de barrera
al vapor de agua y al oxigeno, el comportamiento térmico y la evolucién de la desintegracion
en condiciones de compostaje simuladas en laboratorio de las peliculas compuestas
extruidas, seleccionadas en funcién de sus propiedades superadoras respecto de las peliculas
moldeadas por compresion (propiedades oépticas y propiedades mecanicas en términos
absolutos). En particular, a modo representativo del intervalo de composicion ensayado, se
eligieron para completar la caracterizacion las peliculas extruidas con 1.5% y 5% (p/p) de BNC
y VNC. En todos los casos se discute el efecto de las diferentes estrategias de incorporacion

de las nanocelulosas en el PLA sobre las propiedades mencionadas.

6.2 Resultados y discusion
6.2.1 Comportamiento térmico

La caracterizacion mediante calorimetria diferencial de barrido de las peliculas de PLA y
las peliculas compuestas es esencial para comprender su comportamiento térmico en la
fusion y la cristalizacion. Normalmente, el PLA muestra una temperatura de transicion vitrea
(Tg) entre 55 y 60°C y una temperatura de fusién (Tm) de 150-180°C, lo que lo convierte en
un polimero versatil para diversas aplicaciones (Jamshidian et al., 2010). La adicién de
cargas o plastificantes puede alterar estas propiedades mejorando su estabilidad térmica o
procesabilidad, por lo que comprender el modo en gque esto sucede es crucial para disefiar
compuestos de PLA con las propiedades adecuadas para aplicaciones especificas como el

envasado, dispositivos médicos y otros productos (Fukushima et al., 2010).
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Figura 6.1. Termogramas correspondientes al primer calentamiento, enfriamiento y segundo

calentamiento obtenidos por DSC para la pelicula de PLA puro y (A) las peliculas compuestas PLA y

nanocelulosa bacteriana y (B) PLA y nanocelulosa vegetal.
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Tabla 6.1. Propiedades térmicas de la pelicula de PLA puro y las peliculas compuestas PLA y

nanocelulosas bacteriana y vegetal.
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La Figura 6.1 muestra las curvas correspondientes al primer calentamiento, enfriamiento
y segundo calentamiento de la pelicula de PLA puro y las peliculas compuestas extruidas con
contenidos de nanocelulosa bacteriana (BNC, Figura 6.1a) y nanocelulosa vegetal (VNC,
Figura 6.1b) de 1.5% y 5% (p/p), obtenidas a partir de las tres estrategias de incorporacion
empleadas. Por su parte, la Tabla 6.1 lista los valores de las propiedades térmicas
determinados a partir de dichas curvas.

Durante el primer calentamiento (Figura 6.1, fila superior) todas las peliculas exhiben un
pico endotérmico en la region donde se conoce que ocurre la transicion vitrea del PLA utilizado
en esta tesis (55-60°C, segun la hoja técnica del PLA 4043D de NatureWorks). Este pico
sugiere que el material ha envejecido a una temperatura por debajo de la transicién vitrea, por

lo que se requiere una energia adicional para alcanzar dicha transicién (Santana et al., 2010).

Ademas, en todas las curvas se evidencian picos exotérmicos que se atribuyen a la
cristalizacion en frio del PLA. La presencia de estos picos se observa generalmente en
materiales que fueron enfriados rapidamente desde el fundido, con tiempo insuficiente para
agotar su capacidad de cristalizacién durante el enfriamiento luego del procesamiento. Es
sabido que el PLA tiene una velocidad de cristalizacion muy lenta y, en consecuencia, se
requieren velocidades de enfriamiento muy bajas para inducir su cristalizacién. En la pelicula
de PLA puro y en las peliculas compuestas obtenidas por la estrategia directa, dichos picos
se ubican entre 90 y 125°C, con maximos (Tcc) entre 110 y 115°C (Tabla 6.1).

En las peliculas en las que las nanocelulosas nativas o acetiladas, tanto de origen
bacteriano como vegetal, se introdujeron a través de la elaboracién previa de masterbatches,
la cristalizacion en frio comienza a menores temperaturas, desplazando los valores de Tcc
hacia los 100-108°C. Esto sugiere que las nanocelulosas introducidas mediante esta
estrategia actuaron como agentes de nucleacién favoreciendo el proceso de cristalizacion del
PLA. Este comportamiento que, en la mayoria de los casos, no se observo para las peliculas
obtenidas con la estrategia directa, puede atribuirse a la mejor dispersion de la carga en la
matriz, confirmada mediante el andlisis de la morfologia y las propiedades O6pticas de las
peliculas compuestas. Estos resultados coinciden con los reportados previamente por otros
autores para sistemas similares (Ambrosio-Martin et al., 2015; Lee et al., 2009; Mathew et
al., 2005; Song et al., 2013; Yu et al., 2016). Ambrosio-Martin et al. (2015), por ejemplo,
desarrollaron compuestos de PLA y nanocristales de celulosa bacteriana por mezclado en
fundido introduciendo la carga de dos formas distintas: liofilizada y parcialmente hidratada,
encontrando que ambas cargas actuaron como agentes de nucleacion reduciendo la

temperatura de cristalizacion en frio del PLA. Sin embargo, los autores observaron que la
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celulosa liofilizada conducia a una menor reduccion de la Tcc en comparacion con la celulosa
parcialmente hidratada (reduccion de 5°C y 17°C, respectivamente), lo que atribuyeron a una
peor dispersion de la carga liofilizada en la matriz debido a una mayor agregacién como
resultado del secado (Ambrosio-Martin et al., 2015).

En las curvas del primer calentamiento también se observan picos endotérmicos
correspondientes a la fusion del polimero. EI PLA puro presenta un unico pico endotérmico
con una temperatura de fusion (Tm) de ~148°C, al igual que las peliculas compuestas
obtenidas por el método directo con la menor concentracion de BNC y VNC (1.5% (p/p)). En
cambio, las curvas de la pelicula directa con 5% (p/p) de BNC y de las peliculas compuestas
obtenidas a partir de masterbatches, presentan dos picos de fusion: el primero de ellos
alrededor de 147°Cy el segundo proximo a 151°C. El comportamiento de doble pico de fusién
ha sido previamente atribuido a la presencia de cristales pequefios e imperfectos que pueden
evolucionar durante el calentamiento hacia cristales mas estables a través de un mecanismo
de fusién-recristalizacion (Ambrosio-Martin et al., 2015; Fortunati et al., 2014). En este
trabajo de tesis, la presencia del doble pico de fusion se vio favorecida cuando las
nanocelulosas se incorporaron mediante la estrategia del masterbatch, evidenciando una vez

mas los efectos derivados de una mejor dispersion de la carga.

La Tabla 6.1 presenta también los valores de cristalinidad de la pelicula de PLA y las
diferentes peliculas compuestas desarrolladas. El porcentaje de cristalinidad determinado
para la pelicula de PLA (4+1%) se corresponde con los valores reportados en la literatura para
la resina utilizada en esta tesis procesada por extrusién (Butto et al., 2023, Luddee et al.,
2014). Se trata de un valor relativamente bajo relacionado con su porcentaje de isbmero D
relativamente alto (2-5% (p/p)) en comparacién con otras resinas comerciales de PLA, lo que
obstaculiza el proceso de cristalizacién (Butto et al., 2023). En todas las peliculas compuestas
se observan aumentos en la fraccion cristalina respecto de la pelicula de PLA puro, indicando
gue la incorporacién de las nanocelulosas favorece la nucleacién y promueve el arreglo
ordenado de las cadenas moleculares del polimero (Fortunati et al., 2010). Este efecto es,
en general, mas notorio en las peliculas con nanocelulosas de origen vegetal probablemente
debido a la presencia de impurezas remanentes del proceso de obtencién de la VNC que
también podrian haber actuado como agentes de nucleacion en el PLA (dos Santos &
Tavares, 2015; Myoung, Im & Kim, 2016). Por otro lado, en las peliculas que contienen 5%
(p/p) de nanocelulosa bacteriana obtenidas a partir de la estrategia del masterbatch se
observan valores de cristalinidad mayores que los de las peliculas con BNC obtenidas en
forma directa y similares a los registrados para las peliculas con nanocelulosa vegetal,

producto de la mejor dispersion de la BNC alcanzada mediante esa estrategia. Resulta
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evidente que las cargas mejor dispersas proporcionan un mayor namero de puntos de
nucleacion para la cristalizacion del PLA. Sin embargo, en general, no se observa un efecto
significativo de la acetilacion sobre la cristalinidad de las peliculas, independientemente del
tipo de nanocelulosa utilizado (BNC o VNC).

En las curvas de enfriamiento (Figura 6.1, fila central) solo se observa la transicion vitrea,
sin evidencia de eventos exotérmicos asociados a la cristalizacién del PLA. Esto sugiere que
las condiciones de enfriamiento utilizadas (-10°C/min) inhibieron el proceso de cristalizacion
independientemente de la estrategia de incorporacion de las nanocelulosas o del tipo de
nanocelulosa incorporado. EI mismo comportamiento fue reportado previamente en la
bibliografia para compuestos de PLA y nanocelulosas (Quero et al., 2010). La Tg del PLA
empleado en esta tesis es de 59°C, mientras que la de los compuestos se encuentra en el
rango de 59-63°C (Tabla 6.1). El hecho de que algunos compuestos presenten valores de Tg
superiores a los del PLA sugiere que la presencia de las cargas retrasa la relajaciéon del
polimero debido a la restriccion de su movilidad molecular. Resultados similares fueron
reportados por Mathew et al. (2005), quienes observaron aumentos en la Tg respecto del PLA
puro de 54.1°C a 56.6, 57.5 y 58.3°C a partir de la incorporacion de celulosa microcristalina,
fibras de celulosa con 2% de lignina y harina de madera, respectivamente (Mathew et al.,
2005).

Por dltimo, en las curvas correspondientes al segundo calentamiento (Figura 6.1, fila
inferior) se observan los picos exotérmicos relacionados con la cristalizacion en frio del PLA.
Las maximas temperaturas (Tcc en el rango 108-125°C) son superiores a las del primer
calentamiento. Esto sugiere que las muestras luego de haber borrado su historial térmico
requieren mayor energia para cristalizar, evidenciando el efecto favorable del procesamiento
sobre la cristalizacion del material como consecuencia de la orientacién molecular generada
durante el conformado de las peliculas por extrusiébn plana. En concordancia con los
resultados del primer calentamiento, en los compuestos obtenidos mediante la estrategia del
masterbatch se observan menores valores de Tcc respecto de los compuestos directos y del
PLA puro. En algunos casos este valor también se reduce con el aumento en el contenido de
carga. Por otro lado, no se observa una tendencia clara en los valores de Tcc respecto de la
modificacion de las nanocelulosas independientemente del tipo de carga empleada (BNC o
VNC). Por otra parte, la mayoria de las curvas correspondientes al segundo calentamiento
exhiben un Unico pico de fusion, en contraste con el doble pico observado en la primera corrida
de calentamiento y atribuido a la presencia de cristales pequefios e inestables que
evolucionan a través de un proceso de fusidn/recristalizacion. La ausencia del doble pico de

fusion en las curvas del segundo calentamiento sugiere que dichos cristales fueron generados
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durante el enfriamiento luego del procesamiento, promovidos por la orientacibn molecular
impuesta en la extrusion plana. Por otro lado, las temperaturas de fusion obtenidas son

comparables con las correspondientes al primer pico de fusiéon del primer calentamiento.

El compuesto PLA/BNC-MB 5%¢e exhibe un comportamiento diferente al resto de los
materiales en la segunda corrida de calentamiento (menor Tcc y doble pico de fusion),
sugiriendo un efecto nucleante distintivo de la nanocelulosa bacteriana incorporada al 5% (p/p)
a través de la elaboracion previa del masterbatch. Lo anterior podria atribuirse a la existencia
de un mayor numero de puntos de nucleacién como consecuencia de la dispersion adecuada
del mayor contenido de nanocelulosa analizado. El hecho de que este efecto no se haya
evidenciado en los compuestos con el mismo contenido de nanocelulosa, pero acetilada
(PLA/AcBNC-MB 5%ge) podria asociarse a la restriccion de la movilidad molecular inducida por
una mayor compatibilidad entre el PLA y la AcBNC (Avila Ramirez et al., 2020). Se sabe que
el PLA tiene la capacidad de recristalizar en presencia de una carga incompatible siempre que
la misma no interfiera con la movilidad molecular del polimero (Cyras, D’ Amico & Manfredi,

2018). Estos resultados no se observan para los compuestos con nanocelulosa vegetal.

6.2.2 Permeabilidad al vapor de agua

Los resultados de las mediciones de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas de
PLA puro y de las peliculas compuestas con 1.5 y 5% (p/p) de nanocelulosa bacteriana
obtenidas en este trabajo se presentan en la Figura 6.2a, mientras que los valores
correspondientes a las peliculas con nanocelulosas de origen vegetal se muestran en la
Figura 6.2b.

El valor de la permeabilidad al vapor de agua de la pelicula de PLA puro es de 2.5x104
Kg/msPa. En general, no se observan diferencias notables en esta propiedad tras la
introduccién de las nanocelulosas independientemente de la estrategia de incorporacion
utilizada, excepto en el caso de la pelicula PLA/BNC-D 5% que presenta un valor de
permeabilidad muy superior al resto de los materiales. En este material (que combina la mayor
cantidad de nanocelulosa con un elevado nivel de hornificacion) existen numerosos
agregados de varios cientos de micrones producto del secado directo de la BNC. Dichos
agregados estan rodeados por cavidades como consecuencia de la incompatibilidad entre las

fases y esto induce el crecimiento plastico de huecos durante la fabricacion de las peliculas
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(inserto en la Figura 6.2a). Asi, la presencia de huecos favorece el pasaje del vapor de agua
justificando el valor especialmente elevado de la permeabilidad observado para este sistema.
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Figura 6.2. Permeabilidad al vapor de agua de la pelicula de PLA y las peliculas compuestas de

PLA y (A) nanocelulosa bacteriana y (B) nanocelulosa vegetal.

En las peliculas con nanocelulosa vegetal (Figura 6.2b) tampoco se observan mejoras
notorias tras la introduccion de las nanofibras de VNC respecto de la matriz de PLA. Por el
contrario, y analogamente a lo observado en sus equivalentes con BNC, las peliculas con
VNC obtenidas por la estrategia directa también se destacan por su mayor permeabilidad al
vapor de agua como resultado de los huecos generados a la salida de la extrusora inducidos

por la presencia de agregados de gran tamafio (inserto en Figura 6.2b).

Es conocido que en los materiales compuestos la presencia de una carga bien dispersa
puede contribuir con el aumento del camino tortuoso que dificulte el paso de las moléculas de
agua a través del material, que deberan rodearla en su paso a través de la matriz (Gardebjer
et al., 2015). Si bien en las peliculas compuestas obtenidas a partir de la estrategia del
masterbatch se evidencia una dispersion de la carga en la matriz superior a la de las peliculas
directas, especialmente en las peliculas con BNC, los resultados de la Figura 6.2 indican que

no existe una barrera adicional al vapor de agua respecto de la pelicula de PLA puro.

Muchos autores han observado que la adicion de nanofibrillas de celulosa en el PLA no
mejora la permeabilidad al vapor de agua del material, incluso cuando éstas estan bien

dispersas en la matriz polimérica, debido a su naturaleza hidrofilica. En tales contribuciones
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el efecto se explicd en términos de que las nanofibrillas de celulosa tienden a formar redes
densas de enlaces de hidrégeno, lo que incrementa la sensibilidad a la humedad y, en
consecuencia, aumenta la permeabilidad al vapor de agua en ambientes humedos
(Abdulkhani et al., 2014; Almasi et al., 2015; Espino-Pérez et al., 2013; Gardebjer et al.,
2015; Song et al., 2013). Para mitigar este efecto varios autores llevaron a cabo la acetilacion
del material nanocelulésico, logrando con éxito la reduccién de la permeabilidad al vapor de
agua de las peliculas obtenidas (Avila Ramirez et al., 2020; Trifol et al., 2020). En este
trabajo de tesis, sin embargo, la acetilacion de las nanocelulosas no indujo diferencias notorias
en la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas compuestas con AcCBNC y AcVNC, lo
gue podria relacionarse con un grado de sustitucién insuficiente para mejorar en forma
significativa la adhesion interfacial. Abdulkhani et al. (2014) obtuvieron resultados similares
para compuestos de PLA con diversas concentraciones de nanofibras de celulosa acetiladas
preparados por evaporacién de solvente. Los autores observaron que la incorporacion de
bajas concentraciones de refuerzo no cambiaba los valores de permeabilidad al vapor de agua
del PLA (1.87x10* Kg/msPa) (Abdulkhani et al., 2014).

Por otro lado, como se sefialé antes, la incorporacién de una carga a un material polimérico
puede inducir cambios en la cristalinidad de la matriz alterando a su vez sus propiedades de
barrera (Rhim et al., 2006; Sanchez-Garcia et al., 2008). La estructura molecular cristalina
reduce la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno, mientras que los polimeros amorfos
tienden a ser mas permeables debido a su estructura desordenada (Gardebjer et al., 2016;
Liu et al., 2010; Sanchez-Garcia et al., 2008). Si bien en todos los compuestos obtenidos en
este trabajo de tesis las nanocelulosas actuaron como agentes de nucleacion y condujeron a
aumentos en la cristalinidad de las peliculas (Tabla 6.1), esto no se tradujo en mejores
propiedades de barrera al vapor de agua. Gardebjer et al. (2016) observaron que la
introduccion de celulosa microcristalina en compuestos de PLA obtenidos por extrusion
permitia aumentar la cristalinidad del polimero hasta un 8%, sin embargo, la permeabilidad al
vapor de agua aumentaba. Los autores relacionaron estos resultados con la incompatibilidad
entre las fases, y con la fuerte tendencia de la celulosa a agregarse en matrices hidrofébicas.
Ademas, observaron la presencia de huecos en la matriz a través de los cuales las moléculas

de agua podian pasar con facilidad (Gardebjer et al., 2016).
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6.2.3 Permeabilidad al oxigeno

En las peliculas basadas en PLA, de gran relevancia en lo que respecta a su empleo
como envases de alimentos, la permeabilidad al oxigeno condiciona su capacidad para
prevenir la oxidacién y el deterioro de los productos envasados. En los compuestos
PLA/nanocelulosas, la barrera al oxigeno puede variar de acuerdo con distintos factores tales
como la estructura interna y la cristalinidad del polimero matriz, su peso molecular, la
tortuosidad del camino establecido por el refuerzo y las técnicas de procesamiento
empleadas. Ademas, el transporte a través de la pelicula esta influenciado por la forma vy la
relacion de aspecto de la carga, asi como por otros factores como la dispersion, la adhesion
a la matriz, la retencién de solventes inducida por el relleno y la porosidad (Gardebjer et al.,
2015; Liu et al., 2010).

En este trabajo de tesis, inicialmente se realizaron ensayos preliminares con las peliculas
extruidas de PLA con 1.5y 5% (p/p) de nanocelulosa bacteriana y vegetal, obtenidas mediante
las tres estrategias de incorporacion empleadas. Las pruebas realizadas en los materiales con
un 5% (p/p) de carga mostraron dificultades para alcanzar la estabilidad, posiblemente como
consecuencia de la creacion de caminos preferenciales que favorecieron el pasaje de
oxigeno. Por este motivo en la Figura 6.3 se presentan Unicamente los resultados

correspondientes a las peliculas con 1.5% (p/p) de ambas nanocelulosas.
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Figura 6.3. Tasa de transmision de oxigeno de la pelicula de PLA puro y las peliculas

compuestas de PLA y (A) nanocelulosa bacteriana y (B) nanocelulosa vegetal al 1.5% (p/p).
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Los valores de OTR obtenidos estuvieron en el rango de 13 a 17 cc*mm/m?/dia (Figura
6.3). Estos valores, si bien superan ampliamente los valores propios de materiales que se
distinguen por su elevada barrera al oxigeno (como por ejemplo EVOH y polietileno tereftalato
metalizado, ambos con OTR entre 0.1 y 0.2 cc*mm/m?/dia), son muy inferiores a los de otros
polimeros usualmente empleados en la industria del packaging como polietileno de alta
densidad (OTR = 2300-3100 cc*mm/m?/dia), polietileno de baja densidad (OTR = 7000-8500
cc*mm/m?/dia), poliestireno orientado (OTR = 4350-6200 cc*mm/m?/dia), y tereftalato de
polietileno (OTR = 70 cc*mm/m?/dia) segln los valores reportados en la literatura (norma
ASTM F 2622-cc08 “Standard Test Method for Oxygen Gas Transmission Rate Through

Plastic Film and Sheeting Using Various Sensors”; https://www.polyprint.com/understanding-

film-properties/flexographic-otr/).

En cuanto al efecto de la incorporacion de las nanocelulosas mediante las distintas
estrategias no se observan grandes diferencias entre los valores de OTR de las diversas
peliculas desarrolladas. Sin embargo, estrictamente el andlisis estadistico de los resultados
sugiere que las peliculas obtenidas por la estrategia directa son significativamente mas
permeables al oxigeno que el PLA, mientras que las peliculas preparadas a partir del
masterbatch con BNC y VNC nativas presentarian una leve reduccién en la tasa de
transmisién al oxigeno respecto del PLA, lo que podria asociarse a la mejor dispersion de la
carga en la matriz alcanzada mediante esa estrategia de incorporacion. En este caso tampoco
se observé un efecto positivo de la acetilacion que pudiera asociarse con una mejor adhesion
interfacial. Otros autores que desarrollaron compuestos basados en PLA y distintas
nanocelulosas nativas o modificadas relacionaron los cambios observados en la OTR con la
adhesion interfacial y la dispersion de las cargas (Espino-Pérez et al., 2013; Jung et al.,
2020; Petersson et al., 2007).

6.2.4 Desintegracion bajo condiciones de compostaje simuladas en laboratorio

A fin de evaluar cualitativamente el progreso de la desintegracion de las peliculas se llevo
a cabo el registro fotogréafico de las muestras extraidas a distintos tiempos (Figuras 6.4y 6.5).
En todas las fotografias tomadas a partir del tercer dia de haber sido enterradas las muestras
se observan cambios notables en las peliculas, mostrando superficies deformadas y una
tonalidad blanquecina. Estos cambios en la apariencia del PLA se han interpretado
comunmente en la literatura como signos de degradacion hidrolitica, asocidndolos con

variaciones en el indice de refraccion del material debido a la absorcién de agua y/o la
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formacion de productos de degradacion de bajo peso molecular (Fukushima et al., 2010). Se
sabe que la hidrdlisis es el principal mecanismo de degradacion del PLA (Farah et al., 2016;
Gorrasi et al., 2018).

DIA 0 DIA 3 DIA 7 DIA 10 DIA 14

PLA/BNC-D 5%¢ .I.
PLA/BNC-MB 1.5%¢ [.’.l &
PLA/BNC-MB 5% .l.

Figura 6.4. Desintegracion en condiciones de compostaje simuladas en laboratorio de la pelicula
de PLA puro y las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa bacteriana. No se incluyen las
imagenes correspondientes a la pelicula PLA/AcBNC-MB 5%e debido a dificultades experimentales

con esa muestra.

DIA 0 DIA 3 DIA 7 DIA 10

o .
e .‘.
PLA/VNC-D 5% .I.
SR
PLA/VNC-MB 1.5%; - e
e
PLA/VNC-MB 5%¢

PLA/ACVNC-MB 1.5%¢

PLA/ACVNC-MB 5%z

Figura 6.5. Desintegracion en condiciones de compostaje simuladas en laboratorio de la pelicula

de PLA puroy las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa vegetal.
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A partir del séptimo dia, se observaron fracturas visibles en todas las peliculas, que

continuaron fragmentandose durante los dias subsiguientes. A los 17 dias las peliculas se

desintegraron practicamente por completo, no pudiéndose recuperar material residual (por

esta razén no hay registro fotogréafico para ese tiempo en las Figuras 6.4 y 6.5). La Figura

6.6 corresponde a las curvas de desintegracion en funcion del tiempo para la pelicula de PLA

puro y las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosas. Para obtener estas curvas, cada

réplica fue lavada y pesada cuidadosamente. Sin embargo, este procedimiento presenté

algunas dificultades experimentales, ya que el material quedaba parcialmente adherido a la

malla de plastico utiizada como contencion, dificultando su recuperacion.
100 4 —H— PLA: 100 4 —H—PLA: &
—@— PLA/BNC-D 1.5%; —@— PLA/BNC-D 5%;
—A— PLA/BNC-MB 1.5%, —A— PLA/BNC-MB 5%;
801 PLA/ACBNC-MB 1.5% 80+ PLA/ACBNC-MB 5%,
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Figura 6.6. Desintegracion en condiciones de compostaje simuladas en laboratorio en funcion del

tiempo de la pelicula de PLA puro y las peliculas compuestas con (A) 1.5% y (B) 5% (p/p) de

nanocelulosa bacteriana y (C) 1.5% y (D) 5% (p/p) de nanocelulosa vegetal.
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Globalmente, a partir de la Figura 6.6 se puede confirmar que, en la mayoria de los casos,
si bien la velocidad de desintegracion de las peliculas compuestas resultd inferior a la de la
pelicula de PLA puro (sobre todo en la segunda mitad del ensayo), a los 17 dias no quedé
material retenido en la malla con dimensiones superiores a 2 mm x 2 mm en ninguno de los

casos.

6.3 Conclusiones del Capitulo 6

En el presente capitulo se estudi6 el comportamiento térmico, de barrera y de
desintegracion de las peliculas extruidas seleccionadas. El andlisis por calorimetria diferencial
de barrido evidenci6 que la incorporacion de 1.5% y 5% (p/p) de nanofibrillas de celulosa de
origen bacteriano y vegetal indujo aumentos en la cristalinidad del PLA en todas las peliculas.
Adicionalmente, los resultados sugieren que en las peliculas con nanocelulosa de origen
vegetal, la presencia de silicatos remanentes del proceso de purificacion de la nanocelulosa
también habria contribuido a la nucleacién del polimero. Por otro lado, el analisis general de
los resultados del comportamiento térmico indicé que la estrategia de elaboracion previa de
un masterbatch por evaporacion de solvente favorecio la cristalizacion del PLA, lo que se
atribuyd a una mejor dispersion de la carga en la matriz respecto de la mezcla directa del PLA

con las nanocelulosas secas y molidas.

En cuanto a las propiedades de barrera de las peliculas, en general, la incorporacion de
las nanofibrillas de celulosa no redundé en mejoras sustanciales respecto de las propiedades
de la matriz. Sin embargo, los resultados obtenidos ilustraron una vez mas el efecto de la
dispersién de la carga, con propiedades de barrera especialmente empobrecidas cuando se
utilizé la estrategia de incorporacion directa caracterizada por la presencia de agregados de

gran tamafo rodeados de cavidades derivadas de la mala adhesion entre las fases.

Con respecto a la desintegracion de los materiales en condiciones de compostaje simulado
en laboratorio, si bien en algunos intervalos de tiempo la incorporacion de las cargas retrasé
la evolucién del proceso, a los 17 dias de ensayo todos los materiales se habian reducido a

particulas que no quedaron retenidas en la malla de 2 mm x 2 mm.

Respecto de los efectos de la acetilacion, los resultados de este capitulo indican una vez
mas que, para los métodos de procesamiento en fundido utilizados en esta tesis, el nivel de

modificacion conferido a las nanocelulosas no habria sido suficiente para promover la
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adhesion interfacial necesaria para mejorar las propiedades finales de las peliculas respecto

de aquellas obtenidas con las nanocelulosas nativas.
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En la presente tesis se aislaron nanocelulosas bacterianas y vegetales a partir de dos
descartes/subproductos de la agroindustrial nacional: la pelicula flotante residual de la
produccion del té de Kombucha, y cascara de arroz. La recuperacion de nanocintas de
nanocelulosa bacteriana (BNC) a partir del subproducto de la Kombucha resulté una
alternativa atractiva de valorizacion que permitié obtener un material similar al producido con
una cepa Unica de Komagataeibacter xylinus pero bajo condiciones mucho menos estrictas
de cultivo. En el caso de la nanocelulosa vegetal (VNC), los tratamientos quimicos y
mecanicos de la cascara de arroz fueron adecuados para obtener nanofibrillas de celulosa de
longitudes variables. Si bien luego del proceso de purificacion se identific6 en la VNC la
presencia de silicatos remanentes de la cascara, no se modifico el protocolo de purificacién
debido a la reportada utilidad de estos compuestos para mejorar las propiedades térmicas y

mecanicas de las peliculas de PLA.

Las nanocelulosas obtenidas fueron acetiladas usando protocolos sencillos y escalables
sin cosolventes agregados. La caracterizacion de los productos confirmé la modificacion
guimica, revelando ademas que las nanofibrillas no experimentaron cambios significativos ni
en su morfologia ni en su cristalinidad. Los estudios de dispersion en distintos solventes
mostraron que la acetilacion permitioé reducir la polaridad de la superficie de las nanofibrillas.

Las nanocelulosas nativas y acetiladas se utilizaron para la preparacién de peliculas
compuestas de matriz de PLA por mezclado intensivo seguido de moldeo por compresién, y
por extrusién plana. Se implementaron tres estrategias distintas de incorporacion de las
nanocelulosas en el PLA. La caracterizacidon morfologica, optica y mecanica de las peliculas
revel6 que, independientemente del origen de la nanocelulosa y del método de procesamiento
implementado, la preparacién de masterbatches mediante evaporacion de solvente resulté
efectiva para mejorar sustancialmente la dispersion de las nanocelulosas en el PLA respecto
de la mezcla directa del polimero con las nanocelulosas secas y molidas. Usando dicha
estrategia se indujeron mejoras claras en la homogeneidad de las peliculas, en sus
propiedades opticas y, en algunos casos, también en sus propiedades mecanicas.
Adicionalmente, la acetilacién de las nanocelulosas redujo la opacidad de las peliculas,
fendmeno al que habria contribuido un mejor “matcheo” de los indices de refraccion de la
matriz y las nanocelulosas. Sin embargo, la modificacién superficial de las cargas no promovié

mejoras significativas en el comportamiento mecanico de las peliculas.

En base a sus propiedades 6pticas y mecanicas, las peliculas extruidas fueron las elegidas
para extender los ensayos de caracterizacion, evaludndose su comportamiento de
cristalizacion y fusion, las propiedades de barrera a al vapor de agua y a los gases, y la
desintegracion en condiciones de compostaje simulado. En particular se ensayaron las
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peliculas con 1.5% y 5% (p/p) de todas las nanocelulosas. La incorporacion de las nanofibrillas
en el PLA indujo aumentos en la cristalinidad en todas las peliculas, al tiempo que en aquellas
con nanocelulosa vegetal, los silicatos residuales de la cascara de arroz también habrian
favorecido la nucleacion del polimero. En general el andlisis del comportamiento térmico
indico que la mejor dispersion de la carga derivada de la estrategia del masterbatch promovio
la cristalizacién del PLA. Con respecto a la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno de
las peliculas, la incorporacion de las nanofibrillas de celulosa no mejord sustancialmente las
propiedades de barrera respecto de las de la matriz; aunque si se evidenci6 un efecto
importante de la estrategia de incorporacion de la carga. En cuanto a la desintegracion de los
materiales en condiciones de compostaje simulado, si bien la incorporacién de las nanofibrillas
alter6 en cierta medida la evolucion en el tiempo del proceso, a los 17 dias de ensayo en
ningun caso se pudo recuperar material residual. Finalmente, en lo que respecta a los efectos
de la acetilacion sobre la desintegracion y las propiedades térmicas y de barrera de las
peliculas extruidas, los resultados no evidenciaron mejoras sustanciales derivadas de la
modificacion quimica de la carga.

Globalmente, los resultados obtenidos en esta tesis indican que la preparacion de
masterbatches mediante evaporacion de solvente seguida de procesamiento en fundido es
una estrategia prometedora para desarrollar peliculas compuestas de PLA y nanocelulosas
gue combina una adecuada dispersion del refuerzo con la posibilidad de utilizar una técnica
de procesamiento en fundido industrial como es la extrusion. Esta estrategia permitié limitar
fuertemente la hornificacién de las nanocelulosas, al promover su deshidratacion en presencia
de macromoléculas de PLA que evitaron su agregacion irreversible. En cuanto a la acetilacion
de las cargas previo a la preparacion de los masterbatches, globalmente los resultados
sugieren que la modificacion quimica implementada no condujo a mejoras destacables en las
propiedades de las peliculas que justifiquen su utilizacion futura. Si bien trabajos previos del
grupo sobre peliculas de PLA y nanocelulosa bacteriana desarrolladas por evaporacién de
solvente habian demostrado que la acetilacién superficial de las nanofibrillas en los niveles
implementados en esta tesis derivaba en propiedades 6pticas y mecanicas significativamente
mejoradas, los resultados aqui resumidos indican que en el procesamiento en fundido este
nivel de acetilaciébn no habria sido suficiente para traducirse en mejoras que ameriten su
utilizacion.

En trabajos futuros serd de interés modular el nivel de acetilaciébn conferido a las
nanocelulosas, al igual que evaluar otras estrategias de funcionalizacion de las cargas que
puedan promover una mejor adhesion interfacial que complemente y amplie los beneficios en
la dispersion de las nanocelulosas derivadas de la estrategia del masterbatch.
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NOMENCLATURA

AcBNC: nanocelulosa bacteriana acetilada

AcVNC: nanocelulosa vegetal acetilada

AFM: microscopia de fuerza atdbmica

AGU: unidad de anhidroglucosa

BNC: nanocelulosa bacteriana

CNC: nanocristales de celulosa

CNF: nandfibrillas de celulosa, celulosas nanofibrilares o nanofibriladas
CNW: nanowhiskers de celulosa

CP/MAS-3C RMN: resonancia magnética nuclear de *C por polarizacién cruzada con

rotacién al angulo magico
CSL: macerado de maiz
DRX: difraccién de rayos X
DSC: calorimetria diferencial de barrido
EDX: energia dispersiva de rayos X
FESEM: microscopia electrénica de barrido con emision de campo
FTIR: espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
GS: grado de sustitucion
HS: Hestrin & Schramm

OTR: tasa de transmisién de oxigeno
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PLA: &cido polilactico

SCOBY: cultivo simbiético de bacterias y levaduras
TGA: andlisis termogravimétrico

VNC: nanocelulosa vegetal

WVP: permeabilidad al vapor de agua
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ANEXO A
Tabla A.1. Revision de estrategias de acetilacion de nanocelulosas.
Pretratami Agente Medio de Temperatura/ ,
Muestra acilante/ - - GS Referencia
ento . reaccion tiempo
catalizador
Lavados con Anhidrido - .
. o e o ;. RT**/ distintos Sassi &
*
Csecar | yanniaido | Jacids | acétcoolueno | empos(no | 014281 | Chanzy,
y anhit - especificado) 1995
acético perclérico
Intercambio
Pelicula de de solvente Anhidrido )
! de agua a acético Acido Kim et al.
Bgle%:rm anhidrido /acido acético/tolueno RT/1h 0.04-2.77 2002
acético y perclérico
acido acético
Pelicula de Intercambio Anhidrido
de solvente acético Acido Ifuku et al.,
comBI\rli?ni da de agua a /acido acético/tolueno RT/1h 0.00-1.76 2007
P acetona perclérico
Anhidrido Goncalves et
Pelicula de acético Acido al., 2015;
BNC seca ) /acido acético/tolueno RT/0.25h n.a. Goncalves et
perclérico al., 2016
Anhidrido 0.02
S::\lgﬁxf ) acético 30°C/6 h (BNC)/ Tomé et al.,
secas /acido 0.06 2011
sulfarico (VNC)
Anhidrido
Pulpa Kraft ) acetico Anhidrido 30°C/1-24 h 0.20-1.20 | Olaruetal,
seca /acido aceético 2011
sulfdrico
Contacto con
mezcla de
acido acético Anhidrido L
., - " Anhidrido .
Suspension y ag@o a(':e.uco aceético/acido 100°C/4 h n.a. Abdulkhani
de NFC sulfarico /acido o et al., 2014
; . acético
para activar sulfdrico
las
nanofibrillas
. Anhidrido
Peliculas de aceético Cunha et al
BNCy NFC - e Tolueno RT-50°C/0.5 h 0.2-1.9 ”
/acido 2014
secas L
sulfdrico

219




Universidad
Nacional
de Quilmes

2024 Jimena Bovi
Extraccion .

., Anhidrido L .
Suspension | en acetonay acético Anh!d_rldo 100°C/4 h 1.07 Joonobi et
de NFC metanol /oiridina acético al., 2012

(Soxhlet) P
Suspensién eE):;(r:aett:glnoan Anhidrido < Ashori et al
P y acético Acido acético 100°C/ h 0.20-1.90 .
de NFC metanol /oiridina 2014
(Soxhlet) P
Anhidrido
Intercambio acetico p
Suspension de solvente /éci(_;io Anhidrido Avila
tartarico, " 120°C/1-7 h 0.27-0.90 Ramirez et
de BNC de agua a L o acético
. acido lactico al., 2016
acilante P
y &cido
citrico
Intercambio
Suspension dcfes;’"’uzr‘;e A;ggg‘go Tolteno 105°C/0.25-0.5 | 0.24y | Bulotaetal,
de NFC 9 , h 0.43 2012
etanol y /ninguno
tolueno
Intercambio
. de solvente Anhidrido .
Suspension o Rodionova
de NFC de agua a a_cet|c0/ Tolueno 70°C/0.5-4 h 0.56-0.91 etal, 2011
acetonay ninguno
tolueno
Pelicula de Anhidrido I .
e Anhidrido o Nogi et al.,
BN_C_ - a_cet|c0/ acético 120°C/1h 0.17 5006
comprimida ninguno
Fibras Anhidrido i .
naturales - acético A;‘Qé‘t’izgo 120°C/0.5-3h | 0.01-0.13 Tseggoest al,
secas /ninguno

*CNC: celulosa nanocristalina / **RT: temperatura ambiente / *** NFC: celulosa

nanofibrilada.
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ANEXO B
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Figura B.1. Macrografia de la pelicula compuesta de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa

bacteriana obtenida por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando el secado de la

BNC y mezclado directo.

PLA/VNC-D 7%y

Figura B.2. Macrografia de la pelicula compuesta de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa vegetal

obtenida por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando el secado de la VNC y

mezclado directo.
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PLA/BNC-D 7%g

Figura B.3. Macrografia de la pelicula compuesta de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa

bacteriana obtenida por extrusion plana empleando el secado de la BNC y mezclado directo.

PLA/VNC-D 7%g

Figura B.4. Macrografia de la pelicula compuesta de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa vegetal

obtenida por extrusion plana empleando el secado de la VNC y mezclado directo.
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ANEXO C

500 ym

500 ym

Figura C.1a. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia directa de
secado de la BNC y mezclado con el PLA. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de
1.5% y 5% (p/p).

’ 500 ym

PLA/BNC-MB 1.5%,,

200 pm

PLA/BNC-MB 5%,

Figura C.1b. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia de elaboracion
del masterbatch por evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de

1.5% y 5% (p/p).
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Figura C.1c. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana acetilada
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia de elaboracion
del masterbatch por evaporacién de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de

1.5% y 5% (p/p).

PLA/VNC-D 5%,

500 pm

Figura C.2a. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal obtenidas
por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia directa de secado de la

VNC y mezclado con el PLA. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).
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Figura C.2b. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal obtenidas
por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia de elaboracion del
masterbatch por evaporacién de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de
1.5% y 5% (p/p).

Figura C.2c. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal acetilada
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia de elaboracion
del masterbatch por evaporacién de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de

1.5% y 5% (p/p).
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Figura C.3a. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
desarrolladas por extrusién plana empleando la estrategia directa de secado de la BNC y mezclado

con el PLA. Sistemas obtenidos parara concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).

Figura C.3b. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
desarrolladas por extrusion plana empleando la estrategia de elaboracion del masterbatch por

evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).
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200 ym

Figura C.3c. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana acetilada
desarrolladas por extrusién plana empleando la estrategia de elaboracion del masterbatch por

evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).

PLA; L i
: (| , v
! 7 5um

PLA/VNC-D 1. | {
;
k

PLA/VNGC-D 5%

Figura C.4a. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
desarrolladas por extrusion plana empleando la estrategia directa de secado de la VNC y mezclado

con el PLA. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).
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200 pm

Figura C.4b. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
desarrolladas por extrusién plana empleando la estrategia de elaboracion del masterbatch por

evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).

l 200 pm

PLA/ACVNC",-MB 5%¢

Figura C.4c. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal acetilada
desarrolladas por extrusion plana empleando la estrategia de elaboracion del masterbatch por

evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).
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LISTADO DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1.1. Clasificacion de bioplasticos de acuerdo con su origen y con su
biodegradabilidad. PE: polietileno; PET: polietileno tereftalato; PA: poliamida; PTT:
politrimetileno  tereftalato; PP:  polipropileno; PLA: &cido  polilactico; PHA:
polihidroxialcanoatos; PBS: polibutileno succinato; TPS: almidén termoplastico; PBAT:
polibutileno adipato tereftalato; PCL: policaprolactona (adaptado de European Bioplastics-
Nova-Institute, 2024).

Figura 1.2. Capacidad de produccion global de bioplasticos en 2023. PP: polipropileno;
PTT: politrimetileno tereftalato; PET: polietileno tereftalato; PE: polietileno; PEF: polietileno
furanoato; PA: poliamida; PLA: acido polilactico; PHA: polihidroxialcanoatos; SCPC:
compuestos poliméricos que contienen almidon; PBS: polibutileno succinato; PBAT:

polibutileno adipato tereftalato (adaptado de European Bioplastics- Nova-Institute, 2024).

Figura 1.3. Estructura quimica de (A) enantibmeros del acido lactico y (B) estereocisbmeros
de PLA.

Figura 1.4. Rutas de sintesis del PLA (adaptado de Ashothaman et al., 2023).

Figura 1.5. (A) Estructura de la celobiosa y (B) formacion de enlaces puente de hidrégeno
intramoleculares (linea punteada azul) e intermoleculares (linea punteada roja) en la celulosa
(adaptada de Jaffar et al., 2022).

Figura 1.6. Esquema de (A) nanofibrillas de celulosa idealizadas, constituidas por dominios

amorfos y cristalinos, y (B) nanocristales de celulosa (adaptado de Moon et al., 2011).

Figura 1.7. Micrografia electrénica de barrido de la superficie de una pelicula de

nanocelulosa bacteriana (adaptada de Iguchi, Yamanaka & Budhiono, 2000).

Figura 1.8. llustracion esquematica de los procesos tipicos de (A) homogeneizaciéon de
alta presion, (B) microfluidizacion (C) molienda por friccion y (D) ultrasonicacion de alta

intensidad para producir nanofibrillas de celulosa (adaptado de Ghasemlou et al., 2021).
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CAPITULO 3

Figura 3.1. Peliculas flotantes desarrolladas en la interfaz aire-liquido durante la
produccion de té de Kombucha a distintos dias de fermentacion.

Figura 3.2. Pelicula flotante desarrollada en la interfaz aire-liquido durante la produccion
de té de Kombucha recuperada luego de 14 dias de cultivo.

Figura 3.3. Fotografias y micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido de
la pelicula flotante no purificada desarrollada durante la produccion de Kombucha, muestras
de BNC - Kombucha recuperadas de la purificacion de la pelicula mediante los tratamientos
A, By C; y BNC producida por K. xylinus.

Figura 3.4. Espectros infrarrojo de la pelicula flotante no purificada, muestras de BNC -

Kombucha recuperadas de los tratamientos A, By C; y BNC producida por K. xylinus.

Figura 3.5. Difractogramas de rayos X de la pelicula flotante no purificada, muestras de

BNC - Kombucha recuperadas de los tratamientos A, B y C; y BNC producida por K. xylinus.

Figura 3.6. Difractogramas de rayos X de BNC producida por K. xylinus ilustrando los
métodos mas comunes para el calculo del indice de cristalinidad de la muestra (ICr): (A)
método de la altura del pico o método de Segal, (B) método de deconvolucién y (C) método

de sustraccion amorfa o de las dos fases.

Figura 3.7. (A) Curvas TG y (B) curvas DTG de la pelicula flotante no purificada, muestras

de BNC - Kombucha recuperadas de los tratamientos A, By C; y BNC producida por K. xylinus.

Figura 3.8. Espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido
(CP/MAS-3C RMN) de BNC - Kombucha recuperada del tratamiento C y BNC producida por

K. xylinus.

Figura 3.9. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado sélido
(CP/MAS-13C RMN) de BNC producida por K. xylinus ilustrando el método basado en esta

técnica para el calculo del indice de cristalinidad

Figura 3.10. Imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atomica de BNC - Kombucha

recuperada del tratamiento C.
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Figura 3.11. C4scara de arroz lavada y secada.
Figura 3.12. Imagen de la suspension acuosa de VNC al 1% (p/p).

Figura 3.13. Fotografias y micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido
de la cascara de arroz molida y tamizada y de VNC.

Figura 3.14. Imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atobmica de VNC.
Figura 3.15. Andlisis elemental de las particulas presentes en la muestra de VNC.

Figura 3.16. Espectros infrarrojo de la cascara de arroz molida y tamizada, de VNC y de
MCC.

Figura 3.17. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado solido
(CP/MAS-C RMN) de VNC y de MCC.

Figura 3.18. Difractogramas de rayos X de la cascara de arroz molida y tamizada, de VNC
y de MCC.

Figura 3.19. (A) Curvas TG y (B) curvas DTG de la cascara de arroz molida y tamizada,
de VNC y de MCC.

CAPITULO 4

Figura 4.1. Dispersabilidad de BNC y AcBNC en diferentes solventes (de izquierda a

derecha: agua, acetona y cloroformo). Imagenes tomadas luego de 48 h en reposo.

Figura 4.2. Peliculas compuestas de PLA/nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada, y

PLA/nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

Figura 4.3. Micrografias de barrido electronico de nanocelulosa bacteriana nativa y

acetilada.

Figura 4.4. Micrografias de barrido electrénico de nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.
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Figura 4.5. Imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atdbmica de la nanocelulosa
bacteriana nativa y acetilada, y de la nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

Figura 4.6. Espectros infrarrojo de (A) nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada y (B)

nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

Figura 4.7. Espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 en estado so6lido
(CP/MAS-3C RMN) de (A) nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada y (B) nanocelulosa
vegetal nativa y acetilada.

Figura 4.8. Difractogramas de rayos X de (A) nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada,

y (B) nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

Figura 4.9. (A) Curvas TG y (B) DTG de nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada, y (C)

curvas TG y (D) DTG de nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.

CAPITULO 5

Figura 5.1. Sistemas obtenidos a partir de las distintas estrategias de incorporacién de las

nanocelulosas en el PLA mediante las dos técnicas de procesamiento en fundido utilizadas.

Figura 5.2. (A) Materiales que fueron incorporados a los equipos de procesamiento: pellets
de PLA Yy, alternativamente, BNC seca y molida, masterbatch con BNC nativa y masterbatch
con BNC acetilada. (B) Distribucion de tamafio de las escamas de BNC y VNC secas y

molidas.

Figura 5.3a. Imagenes fotogréficas de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa
bacteriana desarrolladas por mezclado intensivo y moldeo por compresién. Sistemas
obtenidos para seis concentraciones de carga empleando las tres estrategias de incorporaciéon

descriptas.

Figura 5.3b. Macrografias de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA
con 7% (p/p) de nanocelulosa bacteriana obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por
compresion empleando el secado de la BNC y mezclado directo, la preparacién de un

masterbatch con BNC nativa, y la preparacién de un masterbatch con BNC acetilada como
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estrategia de incorporacioén de la carga. Distribucion de tamafio de los agregados observados
en las peliculas directas (esquina superior derecha), basadas en las macrografias del anexo
B.

Figura 5.4a. Imagenes fotograficas de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
desarrolladas por mezclado intensivo y moldeo por compresion. Sistemas obtenidos para seis
concentraciones de carga empleando las tres estrategias de incorporacion descriptas.

Figura 5.4b. Macrografias de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA
con 7% (p/p) de nanocelulosa vegetal obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por
compresion empleando el secado de la VNC y mezclado directo, la preparacién de un
masterbatch con VNC nativa, y la preparacién de un masterbatch con VNC acetilada como
estrategia de incorporacioén de la carga. Distribucion de tamafio de los agregados observados
en las peliculas directas (esquina superior derecha), basadas en las macrografias del anexo
B.

Figura 5.5a. Imagenes fotograficas de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa
bacteriana desarrolladas por extrusion plana. Sistemas obtenidos para seis concentraciones

de carga empleando las tres estrategias de incorporacion descriptas.

Figura 5.5b. Macrografias de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA
con 7% (p/p) de nanocelulosa bacteriana obtenidas por extrusion plana empleando el secado
de la BNC y mezclado directo, la preparacion de un masterbatch con BNC nativa, y la
preparacion de un masterbatch con BNC acetilada como estrategia de incorporacién de la
carga. Distribucion de tamafio de los agregados observados en las peliculas directas (esquina

superior derecha), basadas en las macrografias del anexo B.

Figura 5.6a. Imagenes fotograficas de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
desarrolladas por extrusién plana. Sistemas obtenidos para seis concentraciones de carga

empleando las tres estrategias de incorporacién descriptas.

Figura 5.6b. Macrografias de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA
con 7% (p/p) de nanocelulosa vegetal obtenidas por extrusion plana empleando el secado de
la VNC y mezclado directo, la preparacién de un masterbatch con VNC nativa, y la preparacion
de un masterbatch con VNC acetilada como estrategia de incorporacion de la carga.
Distribucion de tamafo de los agregados observados en las peliculas directas (esquina

superior derecha), basadas en las macrografias del anexo B.
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Figura 5.7. Imagenes fotograficas de las peliculas compuestas de PLA con 7% (p/p) de (A)
nanocelulosa bacteriana y (B) nanocelulosa vegetal, obtenidas por extrusion plana empleando
las tres estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.

Figura 5.8. Micrografias de barrido electronico de las peliculas de PLA y de las peliculas
compuestas de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa bacteriana desarrolladas por mezclado
intensivo y moldeo por compresion empleando las tres estrategias de incorporacion de las

nanocelulosas en el PLA.

Figura 5.9. (A) Micrografias de barrido electrénico de las peliculas de PLAy de las peliculas
compuestas de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa vegetal desarrolladas por mezclado
intensivo y moldeo por compresion empleando las tres estrategias de incorporacion de las

nanocelulosas en el PLA. (B) Mapeos de analisis elemental de las superficies de fractura.

Figura 5.10. Micrografias de barrido electronico de las peliculas de PLA y de las peliculas
compuestas de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa bacteriana obtenidas por extrusién plana

empleando las tres estrategias de incorporacién de las nanocelulosas en el PLA.

Figura 5.11. Micrografias de barrido electronico de las peliculas de PLA y de las peliculas
compuestas de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa vegetal obtenidas por extrusion plana

empleando las tres estrategias de incorporacién de las nanocelulosas en el PLA.

Figura 5.12. Opacidad relativa de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de
PLA y (A) nanocelulosa bacteriana y (B) nanocelulosa vegetal obtenidas por mezclado
intensivo y moldeo por compresion; y peliculas compuestas de PLA y (C) nanocelulosa
bacteriana y (D) nanocelulosa vegetal obtenidas por extrusién plana, empleando las tres

estrategias de incorporacién de las nanocelulosas en el PLA.

Figura 5.13. (A) Médulo de Young, (B) resistencia a la traccién y (C) elongacién a la rotura
de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa bacteriana
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion, empleando las tres estrategias

de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.

Figura 5.14. (A) Médulo de Young, (B) resistencia a la traccién y (C) elongacién a la rotura
de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa vegetal
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion, empleando las tres estrategias

de incorporacioén de las nanocelulosas en el PLA.

234



[\:III\_('I'HI(]H(I
Naciona . .
q rl('“(g'liilmz-n 2024 Jimena Bovi

Figura 5.15. (A) Modulo de Young, B) resistencia a la traccion y C) elongacion a la rotura
de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa bacteriana
obtenidas por extrusion plana, empleando las tres estrategias de incorporacién de las

nanocelulosas en el PLA.

Figura 5.16. (A) Médulo de Young, (B) resistencia a la traccion y (C) elongacion a la rotura
de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa vegetal
obtenidas por extrusion plana, empleando las tres estrategias de incorporacién de las

nanocelulosas en el PLA.
CAPITULO 6

Figura 6.1. Termogramas correspondientes al primer calentamiento, enfriamiento y
segundo calentamiento obtenidos por DSC para la pelicula de PLA puro y (A) las peliculas

compuestas PLA y nanocelulosa bacteriana y (B) PLA y nanocelulosa vegetal.

Figura 6.2. Permeabilidad al vapor de agua de la pelicula de PLA y las peliculas

compuestas de PLA y (A) nanocelulosa bacteriana y (B) nanocelulosa vegetal.

Figura 6.3. Tasa de transmision de oxigeno de la pelicula de PLA puro y las peliculas

compuestas de PLA y (A) nanocelulosa bacteriana y (B) nanocelulosa vegetal al 1.5% (p/p).

Figura 6.4. Desintegracion en condiciones de compostaje simuladas en laboratorio de la
pelicula de PLA puro y las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa bacteriana. No se
incluyen las imagenes correspondientes a la pelicula PLA/ACBNC-MB 5%¢e debido a

dificultades experimentales con esa muestra.

Figura 6.5. Desintegracion en condiciones de compostaje simuladas en laboratorio de la

pelicula de PLA puro y las peliculas compuestas de PLA y nanocelulosa vegetal.

Figura 6.6. Desintegracién en condiciones de compostaje simuladas en laboratorio en
funcién del tiempo de la pelicula de PLA puro y las peliculas compuestas con (A) 1.5% y (B)

5% (p/p) de nanocelulosa bacteriana y (C) 1.5% y (D) 5% (p/p) de nanocelulosa vegetal.
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ANEXO B

Figura B.1. Macrografia de la pelicula compuesta de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa
bacteriana obtenida por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando el secado
de la BNC y mezclado directo.

Figura B.2. Macrografia de la pelicula compuesta de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa
vegetal obtenida por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando el secado de la

VNC y mezclado directo.

Figura B.3. Macrografia de la pelicula compuesta de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa

bacteriana obtenida por extrusion plana empleando el secado de la BNC y mezclado directo.

Figura B.4. Macrografia de la pelicula compuesta de PLA con 7% (p/p) de nanocelulosa

vegetal obtenida por extrusion plana empleando el secado de la VNC y mezclado directo.
ANEXO C

Figura C.la. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresién empleando la estrategia directa
de secado de la BNC y mezclado con el PLA. Sistemas obtenidos para concentraciones de
carga de 1.5% y 5% (p/p).

Figura C.1b. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia de
elaboracion del masterbatch por evaporaciébn de solvente. Sistemas obtenidos para

concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).

Figura C.1c. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
acetilada obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia
de elaboracion del masterbatch por evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para

concentraciones de carga de 1.5% vy 5% (p/p).
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Figura C.2a. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia directa
de secado de la VNC y mezclado con el PLA. Sistemas obtenidos para concentraciones de
carga de 1.5% y 5% (p/p).

Figura C.2b. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia de
elaboracion del masterbatch por evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para

concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).

Figura C.2c. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
acetilada obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresion empleando la estrategia
de elaboracion del masterbatch por evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para

concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).

Figura C.3a. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
desarrolladas por extrusion plana empleando la estrategia directa de secado de la BNC y

mezclado con el PLA. Sistemas obtenidos parara concentraciones de carga de 1.5% y 5%

(p/p).

Figura C.3b. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
desarrolladas por extrusion plana empleando la estrategia de elaboracién del masterbatch por

evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de 1.5% y 5%

(p/p).

Figura C.3c. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa bacteriana
acetilada desarrolladas por extrusion plana empleando la estrategia de elaboracion del
masterbatch por evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga
de 1.5% y 5% (p/p).

Figura C.4a. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
desarrolladas por extrusion plana empleando la estrategia directa de secado de la VNC y

mezclado con el PLA. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de 1.5% y 5% (p/p).

Figura C.4b. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
desarrolladas por extrusion plana empleando la estrategia de elaboracion del masterbatch por

evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga de 1.5% y 5%

(p/p).
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Figura C.4c. Micrografias SEM de las peliculas de PLA y PLA y nanocelulosa vegetal
acetilada desarrolladas por extrusion plana empleando la estrategia de elaboracion del
masterbatch por evaporacion de solvente. Sistemas obtenidos para concentraciones de carga

de 1.5% y 5% (p/p).
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LISTADO DE TABLAS

CAPITULO 1

Tabla 1.1. Definicion y caracteristicas principales de las nanofibrillas y los nanocristales de
celulosa de acuerdo a la norma ISO/TS 20477: 2017 “Nanotechnologies - Standard terms
and their definition for cellulose nanomaterial”.

CAPITULO 3

Tabla 3.1. Protocolos de purificaciéon de la pelicula flotante y muestras de BNC - Kombucha
recuperadas.

Tabla 3.2. indices de cristalinidad (ICr) de las muestras de BNC - Kombucha recuperadas de
los tratamientos A, By C; y BNC producida por K. xylinus.

Tabla 3.3. indice de cristalinidad (ICr) de la nanocelulosa vegetal.

CAPITULO 4

Tabla 4.1. indices de cristalinidad (ICr) de nanocelulosa bacteriana nativa y acetilada, y de la
nanocelulosa vegetal nativa y acetilada.
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CAPITULO 5

Tabla 5.1. Parametros de color de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA
y nanocelulosas obtenidas por mezclado intensivo y moldeo por compresiéon empleando las
tres estrategias de incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.

Tabla 5.2. Parametros de color de las peliculas de PLA y de las peliculas compuestas de PLA
y nanocelulosas obtenidas por extrusion plana empleando las tres estrategias de

incorporacion de las nanocelulosas en el PLA.
CAPITULO 6

Tabla 6.1. Propiedades térmicas de la pelicula de PLA puro y las peliculas compuestas PLA

y nanocelulosas bacteriana y vegetal.
ANEXO A

Tabla A.1. Revision de estrategias de acetilacién de nanocelulosas.
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