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RESUMEN

La hidrofilicidad de la celulosa limita sus aplicaciones industriales que requieran
propiedades hidrofobicas. En este trabajo, se evalué comparativamente la
hidrofobizacion de polimorfos | y Il de celulosa de pulpa de eucalipto mediante
acetilaciéon quimica y enzimatica. Los polimorfos son estructuras cristalinas
distintas, siendo celulosa | con ordenamiento de cadenas paralelo respecto al
terminal reductor y la celulosa Il con ordenamiento antiparalelo de las cadenas.
Los polimorfos se prepararon tratando la pulpa con NaOH (7% m/v para
celulosa I, 20% m/v para celulosa Il) y se caracterizaron mediante SEM, XRD y
FTIR. Para la acetilacion quimica, se emple6 anhidrido acético/acido sulfurico,
mientras que la enzimatica utilizé lipasa (con una actividad enzimatica de 5,2
U/mg) en DMSO/buffer fosfato. La hidrofobicidad de las fibras obtenidas fue
determinada por el grado de acetilacion (GA) y capacidad de absorcion de
aceites (OAC). Los resultados mostraron que la celulosa Il presenté un mayor
grado de sustitucion (GA maximo: 1,1 en 8 h de reaccion vs. 0,9 en 24 h de
reaccion para celulosa I), asi como mayor capacidad de absorcion de aceite
(OAC 85,2% vs. 70,1%), ademas de menor indice de cristalinidad (38,5% vs.
58,6%) y morfologia observada por SEM (estructura porosa con fibras rizadas y
desorganizadas vs. fibras planas y compactas en celulosa |). La acetilacion
enzimatica demostré mayor grado de acetilacién en menor tiempo de reaccion

que la acetilacién quimica (GA 21,0 en 2-8 h vs. 8-24 h en quimica). Se
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concluye que la selecciéon del polimorfo y el método de acetilacion son
determinantes para las propiedades finales del biomaterial, destacando el
potencial de la celulosa Il modificada enzimaticamente para aplicaciones como

adsorbente de lipidos y posiblemente de hidrocarburos.
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ABSTRACT

The hydrophilicity of cellulose limits its industrial applications that require
hydrophobic  properties. This study comparatively evaluated the
hydrophobization of cellulose polymorphs | and Il from eucalyptus pulp through
chemical and enzymatic acetylation. Polymorphs are distinct crystalline
structures: cellulose | has a parallel chain arrangement with respect to the
reducing end, whereas cellulose Il has an antiparallel chain arrangement. The
polymorphs were prepared by treating the pulp with NaOH (7% wi/v for cellulose
I, 20% wl/v for cellulose Il) and characterized by SEM, XRD, and FTIR. For
chemical acetylation, acetic anhydride/sulfuric acid was used, while enzymatic
acetylation employed lipase (with an enzymatic activity of 5.2 U/mg) in
DMSO/phosphate buffer. The hydrophobicity of the obtained fibers was
determined by the degree of acetylation (DA) and oil absorption capacity (OAC).
The results showed that cellulose Il exhibited a higher degree of substitution
(maximum DA: 1.1 after 8 h of reaction vs. 0.9 after 24 h for cellulose I), as well
as greater oil absorption capacity (OAC 85.2% vs. 70.1%), along with a lower
crystallinity index (38.5% vs. 58.6%) and a morphology observed by SEM
(porous structure with curly and disorganized fibers vs. flat and compact fibers in
cellulose |). Enzymatic acetylation demonstrated a higher degree of acetylation
in less reaction time than chemical acetylation (DA =21.0 in 2-8 h vs. 8-24 h for

chemical). It is concluded that the selection of polymorph and the acetylation
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method are decisive for the final properties of the biomaterial, highlighting the
potential of enzymatically modified cellulose Il for applications as a lipid

adsorbent and possibly for hydrocarbons.
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I. INTRODUCCION

La celulosa es un material versatil con amplias aplicaciones, principalmente en
la industria de papeles y cartones, pero que también puede generar otros
productos, como excipientes de medicamentos, fabricacion de textiles
(raydn/viscosa), revestimientos, peliculas autoadhesivas y, debido a sus
prometedoras propiedades mecanicas y de barrera, cartones en el envasado de
alimentos (Samyn, 2013; Aziz et al., 2022). Sin embargo, la hidrofilicidad de la
celulosa, causada por la gran cantidad de grupos hidroxilo en sus cadenas
moleculares, limita algunas de estas aplicaciones (Etale et al., 2023). Existen
métodos para modificar la celulosa y conferirle caracteristicas hidrofébicas,
como la esterificacion, y en particular, la acetilacién (Liu et al., 2023). El acetato
de celulosa, un producto conocido desde 1865, se obtiene al sustituir parte de
los grupos OH de la celulosa por grupos acetilo, y tiene aplicaciones en
plasticos, filtros para cigarrillos, rollos fotograficos, &smosis inversa,

nanofiltracién, entre otros (Vatanpour et al., 2022).

Una alternativa biotecnoldgica para la hidrofobizacién de la celulosa es el uso
de enzimas, como por ejemplo la lipasa. Igualmente, este tipo de reaccion
podria influir por la existencia de polimorfos en la estructura supramolecular de
la celulosa (Heinze, 2015). Estos polimorfos podrian presentar diferente

reactividad y funcionalidad que darian caracteristicas diferenciadoras cuando



son usados en reacciones enzimaticas. Los principales antecedentes que

fundamentan esta propuesta se describen a continuacion.

1.1 Celulosa

La celulosa es un homopolisacarido no ramificado, que comprende largas
cadenas de B-d-glucopiranosa unidas por enlaces (1—4) glucosidicos (Etale et
al., 2023). Es el polimero natural mas abundante en la biosfera, siendo un
importante componente estructural de la pared celular primaria de las plantas
verdes, muchas formas de algas y los oomicetos (Aziz et al., 2022). Aunque
puede estar en estado puro, suele ir acompafnada de hemicelulosas, ligninas y

cantidades comparativamente menores de extractos (Heinze, 2015).

La compleja estructura multinivel de la celulosa estd compuesta por haces o
agregados de fibrillas ultrafinas en las que las distintas cadenas de celulosa
estan presentes en la fibrilla superfina y cada una de las fibrillas esta formada
por grandes zonas ordenadas llamadas regiones cristalinas y pequefias zonas
desordenadas conocidas como regiones amorfas (Abolore et al., 2024). La
celulosa, debido a la presencia de multiples grupos hidroxilo en su estructura,
es capaz de formar una extensa red de enlaces de hidrogeno tanto intra como
intermoleculares. Esta caracteristica es fundamental para la formacion de
microfibrillas rigidas e insolubles, que son las unidades estructurales basicas de

las fibras vegetales (Béguin & Aubert, 1994). La versatilidad de los enlaces de
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hidrogeno permite una amplia variedad de disposiciones cristalinas, lo que
explica el polimorfismo de la celulosa y su capacidad para formar estructuras
altamente ordenadas (Pérez & Samain, 2010). Se han identificado cuatro
polimorfos principales de la celulosa: los tipos |, Il, Il y IV, siendo la celulosa | la
estructura cristalina basica que se encuentra en una gran variedad de fibras

celuldsicas (Pérez & Samain, 2010; de Souza et al., 2020).

La celulosa Il exhibe una mayor amorfidad y un indice de cristalinidad menor
que la celulosa |, ademas de una mayor accesibilidad debido a un mayor
espaciamiento interfibrilar y una red de enlaces de hidrégeno mas extensa (de
Souza et al., 2020). La conversién de biomasa celulésica en celulosa |l puede
lograrse mediante tratamientos con alcali, como el hidréxido de sodio (Potenza

et al., 2022).

La pulpa kraft blanqueada de eucalipto (BEKP) se destaca por su versatilidad y
eficiencia. Derivada de una madera de rapido crecimiento y bajo costo
(Campinhos, 1999), la BEKP presenta caracteristicas unicas que la hacen ideal
para diversas aplicaciones, especialmente en productos basados en fibras
secas. Su alta viscosidad, fibras cortas y contenido de xilanos carboxilados
favorecen la formacién de redes fibrosas altamente absorbentes y resistentes
(Rebola et al., 2020). Estas propiedades, combinadas con su creciente

disponibilidad y menor consumo energético en comparacion con otras pulpas



(Tonoli et al., 2012), han posicionado a la BEKP como una materia prima

fundamental en la industria papelera.

1.2 Hidrofilicidad de celulosa

La celulosa es conocida por su buena interaccién con el agua, debido a la gran
cantidad de grupos hidroxilo que presenta en los carbonos C2, C3 y C6 de su
cadena (Etale et al., 2023). La naturaleza intrinsecamente hidrofilica de la
celulosa la hace susceptible a la adsorcién de agua y humedad. En estado
hinchado, la pared celular de las fibras de papel presenta una alta hidratacion,
donde el agua forma una matriz amorfa que alberga las hemicelulosas y la
lignina. Estas macromoléculas, junto con las microfibrillas de celulosa,
conforman una red compleja que define las propiedades mecanicas y de
absorcién de la fibra (Samyn, 2013).

La reactividad de los grupos hidroxilo de la celulosa, determinada por su
microestructura, condiciona su interaccion con diversos medios. En el proceso
de acetilacion, la celulosa reacciona con anhidrido acético en presencia de un
catalizador acido, dando lugar al triacetato de celulosa. La eleccién del método
de acetilacion (heterogéneo u homogéneo) y del disolvente activador influye en
la eficiencia y la distribucién de los grupos acetilo en la cadena polimérica

(Samyn, 2013; Shaikh et al., 2022).



1.3  Acetilacion quimica

Una de las reacciones comerciales mas exitosas es la acetilacion, comunmente
empleada para modificar este compuesto, ya sea a nivel industrial para la
produccion de acetatos de celulosa o en el ambito de laboratorio con propdsitos
analiticos o de sintesis (Potthast et al., 2022), la cual tipicamente se lleva a
cabo empleando anhidrido y acido acéticos, utilizando acido sulfurico como
catalizador (Koso et al., 2022). En esta reaccidn puede ocurrir la completa
esterificacion de los tres hidroxilos de la anhidro-D-glucosa cuando se lleva a
cabo en una fase homogénea, por lo tanto, se basaria en una reaccién entre los
grupos hidroxilos con los grupos acetilos (Ashori et al., 2014). Este método ha

demostrado producir principalmente triacetato de celulosa (Koso et al., 2022).

El mecanismo de reaccidon de la acetilacion quimica utilizando acido sulfurico
(Fig. 1) como catalizador puede describirse de la siguiente manera: primero, el
acido sulfurico reacciona con el anhidrido, formando un producto intermedio
conocido como acido acetil sulfurico. Posteriormente, este acido acetil sulfurico
reacciona con la celulosa (Meng et al., 2017). Al reemplazar los grupos hidroxilo
presentes en los carbonos 2, 3 y 6 por grupos acetato (Etale et al., 2023), se
modifica la estructura de la celulosa, otorgandole al acetato de celulosa

propiedades hidrofdbicas.
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Figura 1.1 Mecanismo de reaccion de acetilacion quimica de la celulosa (Sanz-
Tejedor, s. f., Capitulo 3)

1.4 Acetilacion enzimatica

Las enzimas son consideradas como catalizadores naturales. La mayoria de las
enzimas utilizadas actualmente se producen por fermentacion de materiales
biolégicos (Hasan et al., 2006). Al seleccionar la enzima adecuada, es posible
controlar la produccién de productos especificos y minimizar las reacciones
secundarias no deseadas, gracias a la especificidad de las enzimas presentes
en la corriente residual (Gremos et al., 2011).

Las lipasas son enzimas hidroliticas ampliamente distribuidas en la naturaleza,
encontrandose en animales, plantas y, sobre todo, en microorganismos, como
bacterias, hongos y levaduras (Salazar Carranza et al., 2020). Existen notables
diferencias en las propiedades y funciones de estas enzimas segun su origen.
Las lipasas de origen animal, como la lipasa pancreatica humana o porcina,
suelen participar predominantemente en la digestion de grasas. Se caracterizan
por una alta especificidad hacia triglicéridos y por operar bajo condiciones

fisiologicas especificas de pH y temperatura (Mukherjee, 2003).



Por su parte, las lipasas de origen vegetal predominan en tejidos de reserva,
donde actuan durante la movilizacion de lipidos en procesos como la
germinacién. Suelen ser funcionales en un rango de pH mas amplio que las
animales, pero presentan una menor variedad catalitica en comparacion con las
de origen microbiano (Rodrigues dos Santos et al., 2022).

En contraste, las lipasas de origen microbiano son extremadamente versatiles.
Exhiben una notable resistencia a solventes organicos y a variables de
temperatura y pH, ademas de mostrar una mayor diversidad de sustratos y tipos
de reacciones que pueden catalizar, incluyendo hidrdlisis, sintesis y
transesterificacion (Salazar Carranza et al., 2020). Precisamente debido a esta
robustez y diversidad catalitica, sumada a su facil produccién extracelular, las
lipasas microbianas son las mas empleadas a nivel industrial (Aceves &
Castafeda, 2012).

Una aplicacién biotecnolégica emblematica de esta versatilidad es la acetilacién
enzimatica de celulosa. Esta estrategia utiliza lipasas, tipicamente derivadas de
microorganismos, para modificar la estructura y funcionalidad de la celulosa
mediante la introduccién selectiva de grupos acetilo en su cadena polimérica

bajo condiciones suaves de reaccion (Yang & Wang, 2003).
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Figura 1.2 Mecanismo de reaccion de acetilacion enzimatica (BozZi¢ et al., 2015)

En primer lugar, el grupo hidroxilo del residuo de serina situado en el centro
activo de la enzima fue acetilado por el anhidrido acético activado, y sigui6 el
ataque nucleofilico del otro sustrato con grupos nucleofilicos (por ejemplo,
hidroxilos), como la celulosa, que en este caso actu6 como aceptor de acetilo
(Bozi¢ et al., 2015).

Los estudios demuestran que la eleccién de la enzima es critica para el éxito
del proceso. Entre 11 lipasas comerciales evaluadas, la lipasa A12 de
Aspergillus niger se ha identificado como la mas eficaz para catalizar la
acetilaciéon de celulosa (Yang & Wang, 2003). La eficacia de esta lipasa en
particular no solo se atribuye a su actividad transferasa, sino también a una
actividad secundaria tipo celulasa que facilita una degradacién parcial del
sustrato. Este proceso mejora significativamente la accesibilidad de los grupos
hidroxilo de la celulosa, permitiendo una modificacidén mas eficiente (Yang et al.,

2004).

Asimismo, la naturaleza del medio de reaccion ejerce una influencia

determinante en el rendimiento del proceso. Mientras que en medio acuoso se
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alcanzan rendimientos de acetilacion relativamente bajos (~0.16%), el uso de

sistemas organicos, especificamente una mezcla de dimetilsulféxido (DMSO) y
paraformaldehido, incrementa notablemente el rendimiento hasta valores del
7.87% (Yang & Wang, 2003; Bozi¢ et al., 2015). Esta mejora sustancial se
explica por la mayor solubilidad de la celulosa en este medio y la reduccion de
la competencia por el agua, lo que favorece cinéticamente la reaccion de

transferencia del grupo acetilo sobre la de hidrdlisis (Bozi€ et al., 2015).

1.5 Propuesta de investigaciéon

La celulosa, un biopolimero fundamental en las plantas, existe en diferentes
estructuras cristalinas o polimorfos (principalmente | y IlI). Su naturaleza
hidrofilica, inherente a la abundancia de grupos hidroxilo, varia intrinsecamente
segun la organizacién de cada polimorfo y la accesibilidad de dichos grupos. Si
bien la celulosa | es la forma nativa y comunmente menos reactiva, la celulosa
II, con su estructura cristalina mas abierta y un mayor numero de enlaces de
hidrégeno intramoleculares, suele ser mas accesible y, por ende,
potencialmente mas reactiva a modificaciones.

La acetilacién, proceso mediante el cual se introducen grupos acetato en la
estructura molecular de la celulosa, es una estrategia efectiva para modificar su
superficie y conferirle propiedades hidrofébicas. Esta modificacién expande

significativamente su potencial de aplicacion en diversas &reas, como



biomateriales, textiles, empaques avanzados y productos farmacéuticos.
Tradicionalmente, la acetilacion se ha llevado a cabo mediante métodos
quimicos que, aunque efectivos, a menudo presentan limitaciones relacionadas
con la eficiencia, el uso de reactivos téxicos y la generacién de residuos.

En este contexto, la acetilacion enzimatica emerge como una alternativa
prometedora. Este método emplea enzimas, como la lipasa, para catalizar la
reaccion de forma mas selectiva y en condiciones mas suaves, lo que se
traduce en una mayor eficiencia. Es fundamental comparar ambos enfoques
(quimico y enzimatico) no solo en su capacidad de hidrofobizacion, sino
también en cdmo cada polimorfo de celulosa (I y Il) responde a la modificacion,
lo cual podria influir en el grado de sustitucién y, por ende, en el nivel final de
hidrofobicidad. Adicionalmente, dado que un aumento en la hidrofobicidad
superficial a menudo se correlaciona con una mayor afinidad por sustancias no
polares, se explorara la capacidad de absorcion de aceite de los biomateriales

resultantes como un indicador complementario de su funcionalizacién exitosa.

HIPOTESIS

La acetilacion enzimatica con lipasa B de los polimorfos de celulosa de
eucalipto serd mas eficiente (mayor grado de acetilaciéon por unidad de tiempo)
que la acetilacion quimica, resultando en biomateriales con superiores

propiedades hidrofobicas. Se espera que la celulosa I, debido a su mayor
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accesibilidad estructural (menor cristalinidad y morfologia porosa), exhiba un
grado de sustitucidn significativamente mas alto en ambos procesos en
comparacion con la celulosa |, lo que se traducira en un material hidrofébico con

buena absorcidon de aceite.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar comparativamente el proceso de hidrofobizacién de polimorfos de
celulosa | y Il de eucalipto a través de métodos de acetilacién quimica y
enzimatica con lipasa, determinando la influencia de la estructura polimorfica en
la eficiencia de las reacciones y la consecuente capacidad de absorcion de

aceite de los biomateriales resultantes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Preparar los polimorfos de celulosa | y |l de eucalipto,

2. Realizar acetilacion quimica y enzimatica.

3. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los biomateriales de
celulosa acetilados.

4. Evaluar comparativamente la eficiencia de la acetilacion quimica y
enzimatica en funcion del grado de acetilacion y las propiedades

hidrofébicas obtenidas para los polimorfos de celulosa | y Il
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Il. METODOLOGIA

El esquema metodoldgico general se muestra en la Fig. 3. El cual se divide en
la produccién de polimorfos, acetilacién quimica y enzimatica, y luego en su

caracterizacion. A continuacion, se detallara cada proceso.

Tratamiento Acetilacion
alcalino quimica:
NaOH 7% Acido acético
Celulosa | Anhidrido
Cl acético FTIR
Acido sulfdrico

Pulpa Kraft
Blanqueada de Tandas de 2,8y Porcentaje
Eucalipto ZEhcras absorcion de aceite
(BEKP) woac= M= 0o
(m; + ay)
Acetilacion
X enzimatica:
T’:ﬁ;‘?i'::m Anhidrido
NaOH 20% acético
C:Iulosa IT Enzima lipasa
ol DMSO Grado de sustitucion
Buffer fosfato mediante FTIR
R — Io-o

Ic_o

Figura 2.1 Esquema resumen de la metodologia aplicada en esta investigacion.

21 Produccién de polimorfos de celulosa

Para la obtencion de celulosa | y celulosa Il, se emplearon extracciones
alcalinas en frio con hidroxido de sodio a diferentes concentraciones (7% m/v y
20% ml/v, respectivamente). La suspension de celulosa de eucalipto se ajusté a

una consistencia del 10% m/v. Las muestras se incubaron en bafo de agua a

2



30°C durante una hora, luego se filtraron y lavaron exhaustivamente con agua
hasta alcanzar un pH de 5,5. Se caracterizaron las muestras mediante
viscosidad intrinseca, S18 (solubilidad alcalina), microscopia SEM, fiber tester y
XRD para confirmar la presencia de los diferentes polimorfos celulésicos segun

la metodologia descrita por Reyes-Gonzalez et al. (2024).

2.2 Caracterizaciones de fibras de polimorfos de celulosa

2.2.1 Viscosidad intrinseca para estimar el grado de polimerizacién de los
polimorfos

Se calcul6 mediante el método del viscosimetro capilar empleando

cuprietilendiamina como disolvente, acorde con la norma ISO 5352:2010.

2.2.2 Solubilidad alcalina (S18)

Bajo la norma TAPPI T235 cm-09, la pulpa se pretratdé con una solucion acuosa
de hidréxido de sodio al 18% m/v a 25 °C durante 60 minutos. Luego de la
filtracion, el filtrado alcalino se oxidé con dicromato de potasio y se titulé con

sulfato ferroso amonico.

2.2.3 Microscopia SEM

Las muestras de pulpa fueron sometidas a un proceso de metalizacion con oro

durante 60 segundos para conferirles conductividad eléctrica. Posteriormente,



se obtuvieron las micrografias a un aumento de 700x utilizando un microscopio

electrénico de barrido conectado a un sistema de adquisicion de imagenes.

2.2.4 Fiber-Tester para analisis morfolégico de las fibras

Se empled un L&W Fiber-Tester para analizar un minimo de 35000 fibras por
muestra y determinar su longitud media, ancho y contenido de finos (particulas

menores a 200 ym).

2.2.5. Difraccion de rayos X (XRD)

Se realizé XRD utilizando la metodologia descrita por Reyes-Gonzalez et al.
(2024), se obtuvieron difractogramas de rayos X de muestras de celulosa | y |l
liofilizadas (50 mg) en un equipo Endeavor D4, utilizando radiacion Cu Ka y un
paso de barrido de 0,02°. Se realizé un ajuste de perfil de Rietveld con
funciones gaussianas y correccidon de fondo para calcular el indice de
cristalinidad a partir del area de los picos cristalinos. El indice de cristalinidad
aparente por XRD (Crl) de las muestras se calculé a partir de las areas

deconvueltas utilizando la siguiente férmula (1) (Park et al., 2010).

(1) Crl (%) = 25 x100
l

tota



Donde A.ist €s la suma de las areas de las bandas cristalinas y At €S €l area

total del difractograma.

Se calculd la suma de las areas de todos los picos asociados a la celulosa |
(ZACl) y a la celulosa Il (XACIl) en los difractogramas de rayos X. A partir de
estos valores, se determinaron los porcentajes relativos de ambas fases

cristalinas utilizando las ecuaciones (2) y (3) (Carrillo-Varela et al., 2018).

A
(2) Celulosal (%) = #xﬁ]
% Acr +Aci
Y Ag
(3) Celulosall (%) = o— XCrl
Y T Agr + Ac

A través de la ecuacion (4) de Scherrer, se obtuvo el tamafio de los cristalitos

(L).

_ KXA
"~ Bxcosb

4) L

2.3 Produccion de fibras de celulosa acetilada
2.3.1 Acetilacion quimica

Siguiendo el protocolo de Shaikh (2022), se pesaron 2,5 g seco de celulosa y se



introdujeron en un vaso precipitado. A continuacion, se adicionaron 62,5 mL de
acido acético glacial, y la mezcla se enfrié a una temperatura entre 0 y 5 °C. Se
agité continuamente durante una hora. Posteriormente, se afadieron 18,75 mL
de anhidrido acético y 0,25 mL de acido sulfurico concentrado como catalizador.
La mezcla de reaccién se mantuvo a 30 °C durante una hora bajo agitacién

constante.

Para evaluar el efecto del tiempo de reaccién, se mantuvieron las muestras a
temperatura ambiente bajo agitacién continua durante diferentes periodos: 2
horas, 8 horas y 24 horas. Una hora antes de finalizar cada tiempo de reaccion,
se adiciond una solucién de 0,125 g de acetato de sodio en 2,5 mL de acido

acético glacial para neutralizar cualquier grupo sulfito residual.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion deseado, cada muestra se vertio en
500 mL de agua destilada. Después de un periodo de reposo, el producto sélido
se filtr6 y lavé exhaustivamente con acetona hasta alcanzar un pH de 5y

eliminar el olor caracteristico de los reactivos.

2.3.2 Acetilacion enzimatica

De acuerdo con BozZi¢ et al. (2015), se prepararon mezclas de reaccién

pesando 0,5 g de muestras secas y agregando una solucion de DMSO al 90%



v/v con un 10% v/v de buffer fosfato que contenia 0,12g de la enzima lipasa con
una actividad de 5,2U/mg. A continuacion, se adicion6 anhidrido acético 6 M.
Estas mezclas se incubaron a 50°C y 130 rpm durante 2, 8, y 24 horas. Una vez
transcurrido el tiempo de reaccion, las mezclas se centrifugaron por 5 minutos a
5000rpm para eliminar el exceso de anhidrido. Posteriormente, se adiciond
agua y se sometieron a ebullicion con el fin de inactivar la enzima. Tras una

nueva centrifugacion, se procedio a lavar el precipitado con acetona.

2.4 Caracterizacion de fibras de celulosa acetilada
241 FTIR

Se realiz6 el FTIR con fibras secas de los polimorfos acetilados con tratamiento
quimico y enzimatico. Las doce muestras fueron escaneadas en el intervalo de

4000—400 cm™" para identificar los grupos acetilos presentes.

2.4.2 Capacidad de absorcion de aceite para evaluar la hidrofobicidad

Se adaptd el procedimiento reportado por Paiva et al. (2023). Inicialmente, se
pesé aproximadamente 0,05 g de la muestra seca y prensada, la cual fue
colocada en una placa Petri. Posteriormente, se adicionaron 50 uL de aceite y
se dejo reposar la mezcla durante 10 minutos. Finalmente, se determiné la
masa total de la muestra junto con el aceite que no fue absorbido y permanecié

en la placa Petri. Se calculd el porcentaje bajo la siguiente férmula.



m; + a;)—a
(ni + 60 — a7 10

5) %0AC =
(5) % (m; +a;)

Donde m; representa la masa inicial de la muestra, a; corresponde a la masa de
aceite adicionado, y ar es la masa de aceite que no fue absorbido y permanecio

en la placa Petri.



M. RESULTADOS

3.1.1 Obtencion de polimorfos

Se observd que la celulosa | presentd un valor de solubilidad alcalina (S1s)
significativamente mayor que el de la celulosa Il. Esto sugiere una mayor
presencia de hemicelulosas y otros componentes solubles en alcali en la
celulosa |, lo que podria estar relacionado con diferencias en la cristalinidad
debido al pretratamiento aplicado. Estos resultados coinciden con los
reportados por Fechter et al. (2020) en su estudio sobre pulpas de madera,
donde se observd que concentraciones mas altas de NaOH durante la
mercerizacion reducian la solubilidad alcalina. En particular, los resultados
obtenidos con el pretratamiento de la celulosa Il concuerdan con su hallazgo de
gue concentraciones elevadas de alcali (18-20%) favorecen la transformacion a
celulosa I, una forma mas estable quimicamente.

Por otro lado, la viscosidad intrinseca de la celulosa | fue superior a la de la
celulosa Il. Dicha tendencia también fue reportada por Fechter et al. (2020),
quienes determinaron que la mercerizacién, bajo condiciones controladas, no
afecta significativamente el grado de polimerizacion.

Finalmente, el analisis morfolégico mostrd que las fibras de celulosa | presentan
una mayor longitud en comparacion con las de celulosa Il, mientras que el

ancho se mantuvo relativamente constante.



Tabla 3.1 Propiedades de polimorfos de celulosa | y Il de eucalipto

Muestra Sis Viscosidad Largo de fibras Ancho de
(%) intrinseca (mm) fibras (um)
(mL/g)
CIl 2,36 £ 0,04 7102 0,6885 + 0,0007 17,4+ 0
ch 1,11 £0,05 632+8 0,622 £ 0,006 1,9+0,1

3.1.2 Microscopia SEM

Las micrografias de la celulosa | revelan una red densa y entrelazada de fibras,
las cuales, a 700x (fig 5 b), se observan constituidas por microfibrillas
individuales con morfologia de cinta plana. Estas presentan un
empaquetamiento compacto, lo que confiere al material una estructura rigida y
uniforme. Por el contrario, la celulosa Il exhibe un comportamiento morfolégico
distinto, a 100x (fig 5 c), su red de fibras aparece mas distendida y menos
consolidada, y al aumentar a 700x (fig 5 d), las microfibrillas pierden su forma
de cinta para adoptar una disposicion mas enrollada y cilindrica, con orientacion
desordenada que genera una apariencia porosa. Este fenémeno coincide con lo
reportado por Huang et al. (2022) para celulosa de algoddn, donde la celulosa |

mostro fibras lisas y planas, mientras que la celulosa Il presenté superficies
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estriadas y estructuras torsionadas, evidenciando asi la transicion desde una

morfologia ordenada hacia una configuracién tridimensional irregular.

X108  1@BNm - : - 28 rm

Figura 3.1 Micrografias SEM de celulosa I (a, b) y celulosa Il (c, d).

3.1.3 Difraccion de rayos X (XRD)

El analisis de difraccién de rayos X de la muestra Cl revela peaks prominentes
en 15° y 22° confirmando la preservacion de su estructura cristalina
caracteristica de la celulosa |. Estos resultados concuerdan completamente con
los patrones reportados en la literatura para este polimorfo (Cetin et al., 2009;
Ashori et al., 2014), donde se identifican peaks caracteristicos entre 14°-16°,
22° y 34° para la celulosa nativa.

11



Por el contrario, el patron de difraccion de la muestra Cll muestra una
transformacién estructural significativa: desaparecen los peaks caracteristicos
de la celulosa | y emergen nuevos peaks en 12° y 20,5°. Este cambio
morfolégico demuestra la conversion exitosa a celulosa |l mediante el
tratamiento con NaOH al 20% m/v, resultado que se corrobora con estudios

recientes que emplearon metodologias similares.

XRD polimorfos

— CI(Crl: 58.6%)
—— Cli (Crl: 38.5%)

8000

6000

Intensidad

4000

2000

10 15 20 25 30 35 40
260

Figura 3.2 Grafico XRD para el tratamiento de celulosa | (Cl) y celulosa Il (Cll).

Para la celulosa |, el indice de cristalinidad (Crl) (tabla 2) obtenido fue menor al
valor tipicamente alto reportado por Nam et al. (2016). Esta diferencia refleja el
impacto del origen de la celulosa y del tratamiento con NaOH al 7%, que
promueve cierta desorganizacién en la estructura cristalina.

Con el tratamiento para obtener celulosa Il, el Crl disminuyé significativamente,
confirmando la reorganizacion de la estructura cristalina hacia dominios mas
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pequefios y menos ordenados. Dicha reduccion también fue reportada por Nam
et al. (2016), la cual fue mas notoria debido a la diferencia en la materia prima.

En cuanto al tamafo de los cristales, se observa una reduccién al comparar Cl|
con ClI, esta reduccion confirma la desorganizacion parcial de la estructura
durante el proceso de conversion, ya que los cristales originales se desordenan
y se vuelven a formar en una nueva estructura con dominios cristalinos mas

pequefos.

Tabla 3.2 indice de cristalinidad (Crl) y tamafio de cristal (L) de los polimorfos
de celulosa | y Il obtenidos tras tratamiento con NaOH

Muestra Tratamiento NaOH Indice de Tamaiio de Cristal
Cristalinidad (Crl, (L, nm)
%)
CI 7% m/v 58,64 +£4,14151 4,99398 + (0,42563
CII 20% m/v 38,52 +0,36533 4,6623 £ 0,00461

3.2.1 Acetilacion quimica y enzimatica

En los espectros FTIR de las muestras de celulosa, tanto en la acetilacion
quimica (fig 7) como en la enzimatica (fig 8), se observaron cambios
consistentes que confirman la reaccién. La comparacién de las muestras

tratadas con los controles (CT) mostré6 una disminucion en la intensidad del
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peak de 3340 cm™, lo que indica que los grupos hidroxilo de la celulosa fueron
reemplazados por grupos acetilo.

Ademas, se evidencié un aumento en la intensidad de los peaks de 1720 cm™,
que es la formacién de grupos carbonilo C=0 de los acetilos, y 1240 cm™,
correspondiente al estiramiento C-O de los grupos éster. Estos cambios son
prueba de la acetilacion.

El analisis del peak en 1720 cm™ en ambas metodologias reveld que su
intensidad varia segun el tiempo de reaccién, siendo las muestras de celulosa Il
las que presentaron un mayor grado de acetilacion en esa longitud de onda, lo
que sugiere una mayor facilidad de reaccion para este tipo de polimorfo.

Al analizar los resultados obtenidos, tanto para la acetilacién quimica como para
la enzimatica de celulosa, se observa una fuerte concordancia con los estudios
de Ashori et al. (2014) y Schmidt et al. (2019), quienes emplearon metodologias
quimicas. La presencia de nuevos peaks en los espectros FTIR,
especificamente el aumento en la intensidad de las bandas de 1720 cm™,
atribuida al estiramiento del grupo carbonilo C=0, y 1240 cm™, correspondiente
al estiramiento del grupo éster C-O, se alinea con los hallazgos de Ashori et al.,
que fueron en los peaks de 1737 cm™ y 1244 cm™ y Schmidt et al., con sus
peaks de 1750 cm™ y 1240 cm™, lo que valida la formacion de enlaces éster y
confirma la acetilacion exitosa.

Asimismo, la disminucién de la banda ancha de estiramiento del grupo hidroxilo

(-OH), que se observé en ambas acetilaciones a 3340 cm™, concuerda con la
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reduccion reportada por Ashori et al. (2014) en 3426 cm™. Este cambio
fundamental demuestra que los grupos hidroxilo de la celulosa son
efectivamente sustituidos por los grupos acetilo durante la reaccion.

Por otro lado, al comparar el resultado de acetilacion enzimatica con el estudio
de Bozi¢€ et al. (2015), surgen diferencias cruciales en la interpretacion de los
peaks. Si bien ellos también observaron una banda entre 1720-1740 cm™ y una
disminucién de la banda de OH, la ausencia de la banda en 1240 cm™ en sus
espectros los llevd a concluir que la banda en 1725 cm™ se debia a la formacién
de acido acético como subproducto y no a los enlaces éster. Esta discrepancia
es significativa, ya que la presencia de los peaks en 1720 cm™ y 1240 cm™ en
el resultado mostrado (fig 8), en contraste con la falta del peak en 1240 cm™ en
el estudio de BoZi€ et al. (2015), sugiere que las condiciones experimentales
empleadas en nuestro laboratorio fueron mas efectivas para lograr la formacion

de los enlaces éster esperados.
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Figura 3.3 FTIR de acetilacion quimica con los valores en transmitancia, con los
peaks de 3340cm-1, 1720cm-1 y 1240cm-1 indicados.

3340 1720 1240

AE_CII_24h
AE_CI_24h
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Wavenumber (cm-1)

Figura 3.4 FTIR de acetilacion enzimatica con los valores en transmitancia, con
los peaks de 3340cm-1, 1720cm-1 y 1240cm-1 indicados.
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3.21.2 Estimacion de grado de sustitucion mediante FTIR

En la acetilacion quimica (fig 9), el grado de sustitucion (GS) maximo alcanzado
fue de 0,9 en la celulosa | tras 2 horas de reaccién, valor considerablemente
inferior al GS de 1,82 reportado por Fei et al. (2017) para celulosa de algodén
(30 °C, 4 horas). Por su parte, la acetilacion enzimatica (fig 10) mostré un GS
maximo de 1,1 en la celulosa |, también menor que los valores de referencia,
como el 1,8 en nanocristales (Li et al., 2019) o el 2,44 obtenido por Fei et al.
(2017) a 50 °C.

Estas discrepancias podrian deberse a diferencias en las propiedades de la
materia prima, condiciones de reaccidon no optimizadas o la presencia de
impurezas inhibidoras. Ademas, en la acetilacién enzimatica, la disminucién del
GS con el tiempo sugiere un posible proceso de desacetilacion o pérdida de

actividad enzimatica durante la reaccion.
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Figura 3.5 Analisis semi-cuantitativo a partir del FTIR para acetilacion quimica.
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Figura 3.6 Analisis semi-cuantitativo a partir del FTIR para acetilacion
enzimatica.
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3.2.2 Capacidad de absorcion de aceite

En el proceso de acetilacion quimica (fig 11), la celulosa | muestra un aumento
considerable en su capacidad de absorcion de aceite (OAC) al comparar los
tiempos de 2 y 8 horas. Sin embargo, no se observan diferencias significativas
al extender la reaccion a 24 horas, lo que sugiere que el grado maximo de
sustitucién se alcanza alrededor de las 8 horas. Este comportamiento coincide
con lo reportado por Paiva et al. (2023) para celulosas de avena y soja, donde
los tiempos 6ptimos fueron 6 y 14 horas respectivamente.

Por otro lado, la celulosa Il presenta un aumento progresivo del OAC hasta las
8 horas, seguido de una disminucién a las 24 horas. Cabe destacar que, en
todos los tiempos evaluados, la celulosa |l muestra valores de OAC
consistentemente mas altos que la celulosa |, probablemente debido a su
estructura mas abierta y accesible.

En el caso de la acetilacion enzimatica (fig 12), la celulosa | alcanza
rapidamente su maxima capacidad de absorcidon a las 2 horas, manteniéndose
estable en los tiempos posteriores (8 y 24 horas). Esto indica que la reaccion
alcanza un equilibrio temprano bajo las condiciones empleadas.

Para la celulosa Il, se observa un comportamiento mas complejo, el OAC
aumenta hasta las 8 horas, disminuye ligeramente y luego experimenta un

nuevo incremento a las 24 horas. Esta variacidén podria deberse a que tiempos
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prolongados permiten a la enzima actuar sobre sitios menos accesibles o
inducen reorganizaciones estructurales que mejoran la distribucion de grupos

acetilo segun un estudio de Frisoni et al. (2001).
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Figura 3.7 Grafico del porcentaje de absorcion con las muestras de acetilacion

quimica.
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Figura 3.8 Grafico del porcentaje de absorcion con las muestras de acetilacion

enzimatica.
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IV. CONCLUSIONES

La investigacidn muestra que las propiedades hidrofébicas de los biomateriales
celulésicos dependen de su estructura y del método de acetilacion. La celulosa
Il super6 a la celulosa | en los procesos de modificacion, logrando mayores
grados de sustitucion y una capacidad superior de absorcidn de aceite. Esto se
debe a su menor cristalinidad y morfologia esponjosa, que facilitan la

accesibilidad de los grupos hidroxilo durante la funcionalizacion.

El método enzimatico demostré ser mas rapido. Sin embargo, tiempos de
exposicion prolongados podrian revertir la acetilacién, destacando la necesidad
de optimizar los parametros de reaccion. Los analisis espectroscépicos
confirmaron la formacion de grupos acetilo en ambos métodos, con mayor
intensidad en las muestras de celulosa Il, lo que se correlaciona con su mejor

desempenio en las pruebas de hidrofobicidad.

Estos hallazgos tienen implicaciones practicas para el desarrollo de materiales,
como envases especializados. Se sugiere que modificar la estructura cristalina
inicial podria mejorar aun mas la funcionalizacion. Como trabajo futuro, se
propone evaluar la estabilidad a largo plazo de estos materiales y explorar
estrategias de pretratamiento que aumenten la eficiencia del proceso

enzimatico.
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V. GLOSARIO

Acetilaciéon: Proceso quimico o enzimatico de introduccion de grupos acetilo en

moléculas de celulosa, modificando sus propiedades.

Biomaterial: Material derivado de fuentes naturales con aplicaciones

industriales o médicas.

Celulosa I: Polimorfo nativo de celulosa con estructura cristalina paralela y

mayor cristalinidad.

Celulosa Il: Polimorfo obtenido por tratamiento alcalino, con estructura

antiparalela, menor cristalinidad y mayor reactividad.

Crl (indice de Cristalinidad): Medida porcentual del contenido cristalino en

materiales celulésicos, determinado por XRD.

DMSO (Dimetilsulféxido): Solvente organico utilizado en acetilacion

enzimatica para mejorar la accesibilidad de la celulosa.

Enzima lipasa: Catalizador bioldégico usado en acetilacion enzimatica para

transferir grupos acetilo.

FTIR (Espectroscopia Infrarroja): Técnica para identificar grupos funcionales

en materiales modificados.

Grado de Sustitucion (GS): Numero promedio de grupos hidroxilo sustituidos

por acetilo en cada unidad de glucosa (0 a 3).
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Hidrofilicidad: Propiedad de absorcién de agua debido a grupos hidroxilo en

celulosa no modificada.

Hidrofobicidad: Repelencia al agua, inducida por acetilacién de la celulosa.

Mercerizacion: Tratamiento con NaOH concentrado para convertir celulosa | en

OAC (Oil Absorption Capacity): Capacidad de absorcion de aceite, expresada

como porcentaje de masa absorbida.

Polimorfos: Formas cristalinas distintas de un mismo material.

Pulpa Kraft: Celulosa obtenida del procesamiento quimico de madera.

SEM (Microscopia Electrénica de Barrido): Técnica para analizar morfologia

superficial de fibras.

S18 (Solubilidad Alcalina): Porcentaje de componentes solubles en NaOH al

18%, indicador de pureza.

Triacetato de celulosa: Producto totalmente acetilado con aplicaciones

industriales.

Viscosidad intrinseca: Medida indirecta del grado de polimerizacion de

cadenas celuldsicas.

XRD (Difraccion de Rayos X): Método para identificar polimorfos y calcular

cristalinidad.
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