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RESUMEN

El avance tecnoldgico ha permitido la revalorizacion de los nanomateriales como
factor fundamental en el desarrollo de soluciones sostenibles, ofreciendo la capacidad de
transformar diversos sectores mediante sus propiedades fisico-quimicas unicas a escala
nanométrica. En este contexto, la nanocelulosa (NC) emerge como un biopolimero de alto
valor debido a su gran resistencia mecanica y biodegradabilidad; sin embargo, la busqueda

de una fuente abundante y sostenible sigue siendo un tema de investigacion.

La Macrocystis Pyrifera es un alga parda mejor conocida como Kelp gigante por su
rapida tasa de crecimiento, con un promedio diario entre los 15 y los 30 cm, alcanzando una
longitud de hasta 50 m, contribuyendo a la creacidon de bosques submarinos. Este aspecto se
aprovecha diariamente, catalogdndola como una materia prima valiosa para las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmética, mediante la obtencion de alginatos destinados a la
industria y, a su vez, de bioestimulantes agricolas. En este trabajo, se utiliza esta macroalga
como una alternativa prometedora para la obtencion de nanomateriales funcionales a partir
de biomasa marina. El proceso para la obtencion de NC consistio en cinco fases, comenzando
por el tratamiento térmico del alga con agua desionizada para la remocién de componentes
de la materia prima, como el fucoidan y el alginato. La segunda fase abarca un tratamiento
térmico mas agresivo e hidrolisis acida, en la que se emplean reactivos menos concentrados,
como el perdxido de hidrogeno al 50% y pocos mililitros de acido sulfurico, aspectos
fundamentales de esta investigacion. Una vez completada la reaccion y obtenida la NC, se
procede a la tercera fase, que consiste en la neutralizacion y purificacion de la NC para su
posterior secado y formacion de peliculas delgadas, o bien en un tratamiento enzimatico con
endoglucanasa para romper los enlaces [-1,4 glicosidicos y liberar las fibras de las laminas

que la conforman.

Mediante diversas técnicas de caracterizacion, se validd la integridad estructural y la
morfologia de la NC aislada de M. Pyrifera. Los analisis de FTIR y RMN confirmaron la

composicion quimica del material y la remocion de componentes no celuldsicos, obteniendo



un indice de cristalinidad de 65.7 mediante hidrolisis 4cida y de 66.2 tras el tratamiento
enzimatico posterior. Estos procesos permitieron la obtencion de fibras de NC con diametros
entre 5 y 15 nm, las cuales tienden a entrelazarse para la formaciéon de laminas, tal como se
observo a mayor detalle en las micrografias de MEB y MET. Finalmente, mediante imagenes
de CLMS, se observd que mientras el ataque acido conlleva a la formacion de laminas de
diversos tamafos, se sugiere que el tratamiento enzimatico logra fragmentar los bordes de

dichas estructuras, facilitando la liberacion de fibras individuales.

Este estudio contribuira al desarrollo de una tecnologia sostenible para la produccion
de NC a partir de fuentes marinas renovables, como la M. Pyrifera, promoviendo la
innovacion en materiales biodegradables y reduciendo el impacto ambiental asociado a la
explotacion forestal tradicional. Ademas, la NC derivada de algas podria tener aplicaciones
unicas en industrias emergentes, como la biomedicina, la cosmética y los materiales
compuestos. La optimizacion del proceso de extraccion de NC a partir de la M. Pyrifera no
solo ofrece una alternativa sostenible a los métodos tradicionales, sino que también abre
nuevas oportunidades para el desarrollo de materiales avanzados con propiedades Unicas.
Con este protocolo se busca sentar las bases para una produccion escalable y eficiente de NC

marina, contribuyendo a la transicioén hacia una economia circular mas sostenible y verde.
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Capitulo 1
INTRODUCCION

La nanocelulosa (NC), un nanomaterial derivado de la celulosa, el polimero natural
mas abundante en la biosfera ha ganado gran relevancia por sus propiedades fisicas, quimicas
y mecanicas excepcionales [1]. Dentro de las propiedades a destacar se incluye alta
resistencia mecanica, biocompatibilidad, capacidad de formar membranas transparentes y
propiedades de barrera modulables [1]. Dichas caracteristicas posicionan a la NC como un
material prometedor para aplicaciones en industrias tan diversas como la farmacéutica,
cosmética, alimenticia, y de materiales biodegradables [2]. Su wuso contribuye
significativamente a la reduccioén de la dependencia de plasticos derivados del petréleo y

promueve activamente la sostenibilidad ambiental [2].

El aislamiento tradicional de NC a partir de fibras vegetales (como madera o algodon)
€s un proceso que, si bien efectivo, a menudo requiere etapas complejas de purificacion para
eliminar componentes no celuloésicos como lignina y hemicelulosa, ademés de un alto
consumo energético para obtener las nanofibras mediante métodos mecanicos o quimicos
[3]. En este contexto, la exploracion de fuentes alternativas y sostenibles es fundamental. El
alga parda M. Pyrifera emerge como una materia prima particularmente prometedora para
la obtencién de NC. Su abundancia en ecosistemas marinos costeros, rapido crecimiento y
composiciéon quimica favorable, que incluye polisacaridos estructurales susceptibles a

procesos de hidrolisis, la convierten en una opcion viable para liberar nanofibras de celulosa

[4].

La M. Pyrifera es una macroalga de gran importancia ecologica y econdémica,
utilizada ya en diversas aplicaciones industriales, incluyendo la agricultura como
biofertilizante y bioestimulante debido a su riqueza en nutrientes, fitohormonas y
antioxidantes [4]. Sin embargo, a pesar de su potencial, su utilizacion para la produccion de

NC mediante procesos de hidrolisis 4cida y enzimdtica atin es un campo poco explorado, lo
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que representa una oportunidad significativa para desarrollar materiales avanzados de base

biologica con un menor impacto ambiental.

La obtencion de NC mediante hidrolisis acida es una técnica ampliamente estudiada
y aplicada, especialmente utilizando acido sulfurico (H2SO.) debido a su eficacia para
romper las regiones amorfas de la celulosa y liberar nanocristales con alta estabilidad en
suspension acuosa [5]. Esta técnica ha sido empleada en diversas fuentes lignoceluldsicas,
incluidos residuos agroindustriales, fibras vegetales y, recientemente, algas marinas, lo que

abre nuevas posibilidades para la valorizacion de la biomasa marina.

Investigaciones recientes combinan la hidrolisis 4cida con tratamientos enzimaticos
para optimizar la extraccion, logrando NC con propiedades morfologicas especificas en 1D
y 2D, ademads de mejorar la pureza y estabilidad del producto final [6]. Por ejemplo, estudios
han reportado que el acido sulfurico al 64% a temperaturas moderadas permite obtener
nanocristales con tamafos nanométricos adecuados para aplicaciones industriales, con mejor
rendimiento y estabilidad que otros acidos [7]. Ademas, la NC extraida de algas se ha
utilizado para desarrollar hidrogeles con potencial en biomedicina y medio ambiente, lo que
evidencia la versatilidad de este material [8]. Estos avances evidencian que la combinacion
de hidroélisis acida y enzimatica es una estrategia prometedora para obtener NC de algas,
alineada con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), al aprovechar recursos

renovables y minimizar los impactos ambientales.

1.1 Marco tedrico

1.1.1 Algas

Las macroalgas marinas o algas pardas (clase Phaeophyceae) son de gran interés
debido a su abundancia (Figura 1.1) y a la presencia de polisacaridos estructurales, como la
celulosa en sus paredes celulares [9]. La valorizacion de estos componentes abre nuevas vias
para la produccion de materiales avanzados, como la nanocelulosa, que puede utilizarse en
la fabricacion de peliculas delgadas con propiedades Opticas especificas. Aunque
histéricamente se han explotado por sus hidrocoloides (alginato, agar y carragenina),

actualmente, la creciente demanda de materiales sostenibles y biodegradables ha dirigido la
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atencion hacia las algas como una fuente innovadora de celulosa y, por ende, de la NC. Este
avance representa un hito en la historia de la biotecnologia marina, proyectando a las algas
como pilares en el desarrollo de materiales de proxima generacion, incluidas peliculas

delgadas con aplicaciones Opticas.
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Figura 1.1. Filogenia de los 6rdenes de algas pardas. Entre paréntesis se indica el
numero de especies dentro de cada orden [10].

1.1.2 Macrocystis Pyrifera

Comunmente conocida como Kelp gigante (Figura 1.2), esta macroalga destaca por
su alta tasa de crecimiento y abundancia, lo que la convierte en una fuente renovable de
biomasa para la obtencion de NC. Dada su distribucion global en aguas templadas y frias y
su alta productividad, la M. Pyrifera se presenta como un recurso biomarino clave para la
obtencion sostenible de biomateriales [11]. Mas alla de su uso tradicional en la industria
alimentaria y de hidrocoloides (alginatos), asi como su capacidad para secuestrar didoxido de
carbono, la biomasa de M. Pyrifera se ha posicionado como un precursor clase para
materiales avanzados de alto valor afiadido, destacando la extraccion de celulosa para

aplicaciones nanotecnologicas.

18



Figura 1.2. Ejemplar de la M. Pyrifera en crecimiento, fotografiadas contra el bosque de
algas y la luz del sol en la isla Anacapa en el Parque Nacional de las Islas del Canal, EE.
UU. Foto tomada por: Douglas Klug.

Geograficamente, la M. Pyrifera se distribuye en aguas templadas y frias (<21 °C) a
profundidades de hasta 30 m (Figura 1.3). Su alta productividad bioldgica y su amplia
presencia global aseguran un suministro constante de biomasa para la extraccion de NC a

escala industrial.
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Figura 1.3. Mapa del habitat natural de la M. Pyrifera. Los colores del rango de
distribucion indican el grado de idoneidad del habitat. Adaptado de [12].
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1.1.3 Composicion quimica y propiedades

Su composicion quimica es notablemente compleja y variable, influida por factores
como la estacion del afio, la ubicacion geografica y las condiciones ambientales.
Predominantemente, esta alga esta compuesta por carbohidratos, que incluyen polisacaridos
estructurales como la celulosa, el alginato y el fucoidan, asi como la laminarina y el
carbohidrato de reserva [13]. Ademads, contiene proteinas, lipidos, vitaminas, minerales
(especialmente yodo) y una variedad de compuestos bioactivos, como los polifenoles. La
presencia significativa de celulosa en su pared celular, aunque en menor proporcion que en
plantas terrestres, resulta de particular interés para la extraccion de NC, lo que exige métodos
de procesamiento especificos para su aislamiento y purificaciéon. Su composicion quimica
incluye acido alginico (20-45%), laminarina, manitol, sales minerales (N, P, K, Ca, Mg),

vitaminas (A, B, C, E) y fitohormonas (citoquininas, auxinas) [13].

Las propiedades de la M. Pyrifera incluyen caracteristicas funcionales y estructurales
que la convierten en un recurso valioso. Esta posee una alta capacidad de absorcion de
nutrientes del agua de mar, lo que contribuye a su rapido crecimiento y a su riqueza mineral.
Desde una perspectiva mecanica, sus tejidos son robustos y flexibles, adaptados para resistir
las fuertes corrientes marinas debido a su morfologia externa (un talo de hasta 45 m, con
estructuras flotantes (cistos) y fijadores grampon). Ademas, los polisacaridos extraidos de
esta alga, como el alginato, exhiben propiedades gelificantes y espesantes ampliamente
utilizadas en la industria alimentaria y farmacéutica, mientras que la celulosa inherente a su
estructura permite desarrollar materiales con alta resistencia mecénica y estabilidad [14]. Por
otro lado, sus moléculas le confieren propiedades bioestimulantes (que mejoran el
crecimiento vegetal y la resistencia al estrés) y mecanicas (flexibilidad estructural para

soportar corrientes marinas).

1.1.4 Nanocelulosa
La celulosa es un polisacarido compuesto por moléculas de glucosa, insoluble en
agua, rigido y que contiene miles de unidades de B-glucosa [15]. El término nanocelulosa se

refiere a la celulosa que posee al menos una dimension en la escala nanométrica. Asimismo,
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el tipo de NC depende directamente de su fuente y del método de extraccion. En la Figura
2.4 se muestran los 3 tipos de NC conocidos:

v Nanocelulosa cristalina (NCC)

v Nanofibras de celulosa (NFC)

v Nanocelulosa bacteriana (NCB)

Figura 1.4. Diversos tamafos y morfologias de materiales a base de celulosa mediante

las técnicas de microscopia electronica de barrido (MEB) o microscopia electronica de

transmision (MET). (a) Nanocristales de celulosa de origen vegetal; (b) nanofibras de
celulosa de origen vegetal; (¢c) NC bacteriana [16].

La NC es un nanomaterial derivado de la celulosa, caracterizado por sus dimensiones
nanométricas (generalmente de 5 a 100 nm de didmetro y de varios micrémetros de
longitud). A diferencia de la celulosa macroscopica, la NC presenta una superficie especifica
extremadamente alta, una cristalinidad elevada, una excelente relacion resistencia-peso y
una alta capacidad de interaccion con otros materiales. Estas caracteristicas la posicionan
como un material de préxima generacion para el desarrollo de biocompuestos avanzados,
peliculas transparentes, hidrogeles, sistemas de entrega de farmacos y muchos otros

productos innovadores [15].

Tradicionalmente, se ha extraido principalmente de fuentes vegetales terrestres,
como la madera (pulpa de madera), el algodon y las fibras de plantas anuales (cafamo, lino,
sisal). Sin embargo, el creciente interés por la sostenibilidad y la diversificacion de las
materias primas ha impulsado la busqueda de fuentes alternativas. En este contexto, las algas,

las bacterias y los residuos agricolas e industriales han emergido como candidatos
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prometedores. En particular, la celulosa contenida en las paredes celulares de ciertas algas,
como la M. Pyrifera, ofrece una fuente sostenible y renovable de NC con caracteristicas
unicas, abriendo nuevas vias para la valorizacion de biomasa marina y la reduccion de la
dependencia de fuentes forestales. La NC, generalmente obtenida de fuentes lignocelulésicas
(madera, algodoén), presenta, en su variante algal, ventajas como un menor contenido de
lignina y estructuras fibrilares intrinsecas. Su composicion de cadenas B-1,4 glucano
organizadas en regiones cristalinas/amorfas le otorga propiedades Opticas (transparencia
~90% en peliculas delgadas) y mecdanicas (resistencia a la traccion de ~10 GPa) [15]. Estas
caracteristicas la hacen idonea para aplicaciones en empaques biodegradables, dispositivos

opticos y andamios tisulares.

1.1.5 Composicion quimica y propiedades

Quimicamente, la NC esta compuesta por unidades repetitivas de D-glucosa unidas
mediante enlaces glucosidicos p—(1—4), formando cadenas lineales que se agrupan en
microfibrillas [15]. A nivel molecular, difiere de la celulosa macroscopica por su grado de
polimerizacién mas bajo y por una mayor proporcion de regiones cristalinas en comparacion
con las amorfas. La superficie de la NC, rica en grupos hidroxilo (-OH), permite una facil
funcionalizacién y dispersion en matrices poliméricas, lo que facilita su integracion en una

amplia gama de materiales compuestos y biocompuestos.

Entre sus propiedades destacan una alta resistencia mecanica y un modulo de Young
comparable al del acero, pero con una densidad significativamente menor. Su alta relacion
superficie-volumen le confiere una gran capacidad de adsorcion y reactividad. Ademas, la
NC es transparente a la luz visible, biodegradable, biocompatible, no toxica y presenta una
baja expansion térmica. Estas propiedades la hacen idonea para aplicaciones que requieren
ligereza, resistencia, transparencia y sostenibilidad, como peliculas barreras, envases
inteligentes, dispositivos electronicos flexibles y componentes biomédicos [15]. Su
transparencia en las peliculas de este material se debe principalmente a que las nanofibras
que conforman las laminas de la NC se encuentran densamente empaquetadas y los

intersticios entre ellas son tan pequefios que impiden la dispersion de la luz.
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1.1.6 Potencial y aplicaciones

En el ambito de los materiales (Figura 1.5), la NC se proyecta como un refuerzo
ligero y resistente para polimeros, creando biocompuestos avanzados con mejoras
significativas en propiedades mecdanicas, térmicas y de barrera, siendo esta Ultima de gran
relevancia al otorgar a un material la capacidad de bloquear el paso de liquidos y gases. Sus
aplicaciones se extienden a la fabricacion de papel y cartéon con propiedades mejoradas,
envases biodegradables, peliculas transparentes para pantallas electronicas y aerogeles
superaislantes y absorbentes. En biomedicina, su biocompatibilidad y su alta superficie la
hacen valiosa para sistemas de liberacion de fA&rmacos, andamios para ingenieria de tejidos

y biosensores [17].

(b) Nanoﬂl_)lj‘art_le NCB

Celulosa

UQEILIqE |

Figura 1.5. Ilustracion esquematica del aislamiento de NCC y NFC de las paredes
celulares de la madera y las plantas, resaltando las estructuras de la NC y sus posibles
aplicaciones. Adaptado de [17].
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1.2 Antecedentes

La extraccion y purificacion de nanocelulosa a partir de diversas fuentes
lignoceluldsicas, incluyendo las algas, ha sido el foco de intensa investigacion en las ultimas
décadas, buscando desarrollar métodos eficientes, sostenibles y escalables.
Tradicionalmente, los métodos de extraccidon involucran una combinacion de tratamientos

quimicos y mecanicos para liberar las nanofibrillas de celulosa de la matriz lignocelulosica.

Los enfoques quimicos comuinmente incluyen la deslignificacion (para fuentes
vegetales terrestres) y la eliminacion de hemicelulosa y pectinas mediante tratamientos
alcalinos y de blanqueo, seguidos de hidrolisis acida o enzimatica, para obtener,

respectivamente, nanocristales de celulosa o nanofibrillas de celulosa.

Los tratamientos mecanicos, como la homogeneizacion a alta presion, la molienda o
la microfluidizacién (método en el que se genera alta presion para desintegrar las fibras
mediante fuerzas de cizallamiento), son esenciales para la desfibrilacion de las microfibrillas

de celulosa a escala nanométrica [18].

En el caso particular de las algas pardas como M. Pyrifera, los métodos deben
adaptarse para lidiar con la presencia de polisacaridos sulfatados y otros componentes que
pueden interferir con la extraccion de celulosa pura. Investigaciones previas han explorado
combinaciones de pretratamientos acidos o alcalinos suaves, seguidas de tratamientos
mecanicos, para aislar la celulosa y, posteriormente, las nanofibrillas, con el fin de optimizar

el rendimiento y las propiedades de la NC obtenida.

Los métodos de extraccion incluyen tratamientos alcalinos para eliminar
lignina/hemicelulosa, seguidos de hidrolisis 4cida (H2SOs — 60 %, 45 °C) o mecénica
(homogenizacion a alta presion) para liberar fibrillas de NC. En la M. Pyrifera, la
optimizaciéon requiere considerar su matriz de alginatos, que puede interferir en la
purificacion, requiriendo etapas de pretratamiento con 4cido etilendiaminotetraacético

(EDTA) o enzimas especificas [18].
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En la ultima década, la ciencia y la tecnologia han experimentado avances
significativos que han impulsado el interés en la nanotecnologia, buscando materiales con
propiedades superiores a las encontradas en la escala macroscopica. La NC, tanto por si sola
como refuerzo en nanocompuestos, ha cobrado prominencia debido a la creciente demanda
de materiales sostenibles y de alto rendimiento. Este versatil biopolimero, derivado de la
celulosa, ha capturado la atencidon de investigadores de diversas disciplinas gracias a sus

propiedades tnicas y su potencial en materiales avanzados [18].

La NC puede obtenerse de diversas fuentes, incluidos residuos agroindustriales,
forestales y algas marinas (ver Anexo 1), lo que ofrece alternativas ecoldgicas para la
produccion de materiales. Investigaciones como las de Ehman [19] y Pérez [20] han
explorado la obtencion de NC a partir de residuos agroindustriales y de Agave spp.,
respectivamente, y han destacado su potencial para la generacion de productos de alto valor
agregado. Ademas, se han explorado diversas vias para la sintesis y caracterizacion de NC,
incluyendo métodos biotecnologicos, naturales y quimicos, lo que permite obtener NC con
propiedades especificas para aplicaciones en biomedicina, materiales compuestos y

productos de consumo.

Las algas marinas, organismos ecoldgicamente importantes que juegan un papel
crucial en los ecosistemas marinos, contribuyen significativamente a la biodiversidad y al
equilibrio ambiental [21]. Dentro de este contexto, la M. Pyrifera, conocida como "Kelp
gigante", se destaca por su alta productividad y versatilidad en aplicaciones biotecnoldgicas.
Esta alga parda, rica en carbohidratos, minerales, compuestos fenolicos y carotenoides, ha
despertado interés en su caracterizacion y aprovechamiento. Sus extractos se utilizan como
bioestimulantes agricolas gracias a su contenido de fitohormonas y antioxidantes, mejorando

la calidad y el rendimiento de diversos cultivos.

En el ambito biotecnoldgico, la M. Pyrifera es una fuente prometedora para la
obtencion de NC debido a su alto contenido de polisacéridos estructurales como alginatos y
celulosa [22]. La NC extraida de esta alga puede ser utilizada en la fabricacion de materiales

avanzados con aplicaciones en biomedicina, empaques sostenibles y refuerzos para
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polimeros. Ademas, las algas pardas, como M. Pyrifera y Sargassum spp., son objeto de
interés debido a su riqueza en compuestos bioactivos y su potencial para aplicaciones
industriales y farmacéuticas [23]. Estos organismos marinos son ricos en carbohidratos
estructurales y de reserva, como alginatos, fucanos y laminaranes, que representan una

fuente valiosa de polisacaridos con propiedades bioactivas.

La extraccion de NC a partir de algas marinas, incluyendo las pardas, es un area
emergente que busca aprovechar la celulosa presente en sus paredes celulares. Aunque las
algas pardas tienen un contenido de celulosa relativamente bajo en comparacion con otras
fuentes vegetales, su NC puede ser utilizada en la fabricacion de materiales avanzados con
aplicaciones en empaques biodegradables y productos de cuidado personal. Investigaciones
recientes han reportado el aislamiento de nanocelulosa 2D a partir de la pared celular de
Sargassum spp. [24], una especie de alga parda que ha sido objeto de interés debido a su

abundancia y potencial para la produccion de materiales avanzados.

Finalmente, otro estudio sienta las bases para futuras investigaciones que busquen
optimizar ain mas el proceso de aislamiento de NC y explorar nuevas aplicaciones de este
material en diferentes sectores, desde la biomedicina hasta la industria alimentaria. La
combinacion de sostenibilidad, versatilidad y potencial econdmico de la NC extraida de
algas marinas la convierte en un tema de gran interés para investigaciones futuras que

promuevan el uso sostenible y la conservacion de estos recursos marinos [24].

Pese a la gran cantidad de estudios relacionados con el tema, la M. Pyrifera no ha
llegado a ser utilizada a profundidad con fines de extraccion de NC. Sin embargo, como se
menciono, existen estudios sobre otras algas pardas y sobre material bioldgico para

identificar similitudes respecto de la fase de experimentacion.

En términos de experimentacion, los estudios difieren en los métodos empleados para
la extraccién y caracterizacion de la NC. Se describi6 un proceso innovador para el
aislamiento de nanocelulosa 2D a partir de Sargassum spp., que combina tratamientos

quimicos y mecéanicos en un solo recipiente. Este enfoque simplificado y optimizado
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permitié obtener nanoldminas de celulosa, que luego fueron utilizadas para preparar
peliculas delgadas transparentes con una transmitancia del 81%. La caracterizacion del
material se realizd6 mediante técnicas como FTIR, RMN, espectrofotometria UV-Vis y

microscopia [24].

Por otro lado, un grupo de investigadores se enfocaron en la obtencion de NC
cristalina a partir de las algas articas Laminaria digitata y Saccharina latissima. Su
metodologia incluyé etapas de pretratamiento, hidrolisis acida y sonicacion, y la
caracterizacion se realizd mediante difraccion de rayos X, microscopia electronica de
transmision y espectroscopia infrarroja [25]. De manera similar, en otro trabajo se menciona
que investigadores desarrollaron un método libre de 4cido para la preparacion de NC de

Laminaria japonica (Kelp), mediante un proceso de molienda y sonicacion [26].

Otros estudios han explorado diferentes enfoques experimentales. En el primer
estudio se detalla la elaboracion de un estudio preliminar sobre la produccion de NC a partir
de algas marinas locales [27], mientras que en otro se investigo la posibilidad de obtener NC

de la Posidonia ocednica para el tratamiento de textiles [28].

Otro ejemplo destacable menciona el desarrollo de hidrogeles de NC a partir de
Sargassum spp. para sistemas de liberacion controlada de nutrientes [29] y, por tltimo, en
otro trabajo utilizaron un proceso modificado con é4cido e irradiacion con haz de electrones

para aislar NC de algas marinas para su uso en compuestos poliméricos biodegradables [30].

En cuanto a las similitudes, la mayoria de los estudios comparten el objetivo de
obtener NC a partir de algas marinas como alternativa sostenible a las fuentes tradicionales.
Los métodos de extraccion suelen incluir etapas de pretratamiento para eliminar
componentes no celuldsicos, seguidas de hidrolisis (acida o enzimatica) y/o de métodos
mecanicos (sonicacion, homogeneizacion) para liberar las nanofibras. La caracterizacion del
material se realiza mediante técnicas comunes, como microscopia, espectroscopia y
difraccion de rayos X, para determinar su tamafo, morfologia, cristalinidad y propiedades

quimicas.

27



A pesar de las semejanzas, existen diferencias significativas en los detalles de los
protocolos experimentales, incluidas las especies de algas empleadas, las condiciones de
reaccion y los métodos de purificacion. Estas diferencias pueden influir en las propiedades
finales de la NC obtenida, lo que destaca la necesidad de optimizar los procesos de extraccion

y caracterizacion para cada tipo de alga y cada aplicacion especifica.

La investigacion sobre la obtencion de NC a partir de algas marinas se encuentra en
una etapa de desarrollo prometedora, con diversos estudios que demuestran la viabilidad de
utilizar estos recursos renovables para la produccion de materiales avanzados. La diversidad
de enfoques experimentales y las similitudes en los objetivos resaltan la importancia de
continuar explorando y optimizando los procesos de extraccién y caracterizacion para
aprovechar al maximo el potencial de las algas marinas como fuente de NC sostenible gracias
a la alta tasa de renovacion bioldgica de las algas y a la optimizacion de las condiciones de

hidrolisis acida.

1.3 Justificacion

La creciente demanda global de algas marinas, la cual supera la capacidad de
recoleccion silvestre, ha impulsado un notable crecimiento en su acuicultura [31]. La
evidencia de ello se respalda en la duplicacion de la produccion mundial de algas cultivadas
entre los afos 2000 y 2012, asi como un aumento global de més de 20 millones de toneladas
en la produccion total de algas desde 2001, segtn informes de la FAO (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura) [32]. Este crecimiento coincide con
una expansion significativa en la acuicultura global, donde casi 10 millones de toneladas de
productos de algas provinieron de esta actividad entre 2011 y 2015. En 2015, la acuicultura
gener6 29.4 millones toneladas de las 30.4 millones de toneladas de algas producidas,
dejando la recoleccion silvestre en solo 1.1 millones de toneladas [32]. La mayoria de los
paises asiaticos, con Indonesia en primer lugar, son los principales impulsores de esta
expansion [32]. Este panorama acenttia no solo la viabilidad econdmica de las algas como
recurso, sino también la necesidad estratégica de valorizar alin més esta biomasa cultivada.
Al centrar este estudio en el aislamiento de NC de M. Pyrifera, se busca contribuir a la

diversificacion de productos de alto valor anadido derivados de la acuicultura de algas,
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optimizando asi el aprovechamiento de un recurso renovable y reforzando la sostenibilidad

de la cadena de valor marina.

El estudio asimismo se alinea con las actuales prioridades globales de desarrollo
sostenible y la necesidad de una transicion hacia una economia circular. La exploracion de
fuentes alternativas y sostenibles de NC, como la M. Pyrifera, contribuye directamente a los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030 de las Naciones Unidas,
particularmente en relacion con la produccion y consumo responsables (ODS 12), la accion
por el clima (ODS 13) y la vida submarina (ODS 14) [33]. La utilizacién de este recurso
marino renovable para la obtencion de NC mediante métodos combinados de hidrolisis acida
y enzimatica representa una estrategia innovadora para valorizar biomasa marina que, de
otro modo, podria considerarse un residuo, reduciendo la dependencia de fuentes terrestres

y disminuyendo el impacto ambiental asociado a procesos convencionales [34].

Ademas, la caracterizacion morfologica mediante técnicas como la microscopia de
barrido laser (LSM), microscopia electronica de barrido (MEB) y microscopia electronica
de transmision (MET) para adquirir una vista detallada de la NC aislada e identificacion de
estructuras 1D y 2D, incluyendo técnicas de caracterizacion espectroscopicas como la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y la resonancia magnética
nuclear (RMN), son cruciales. Su estudio permitira comprender mejor sus propiedades
estructurales intrinsecas y superficiales, lo cual es fundamental para predecir y facilitar su
aplicacion en diferentes sectores industriales con un enfoque sostenible [35]. La
investigacion propuesta llenara vacios importantes en el conocimiento sobre la extraccion y
caracterizacion de NC de esta especie de algas pardas, complementandolo con la ya conocida
y explotada extraccion de alginato de sodio para aplicaciones industriales. Se espera que los
hallazgos contribuyan al desarrollo de materiales innovadores que no solo puedan mejorar
la competitividad industrial, sino que también promuevan activamente los principios de la

economia circular y la bioeconomia.
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Capitulo 2
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipaotesis

Al optimizar el tiempo de reaccion y la concentracion de acido sulftrico durante la
hidrolisis, junto con la aplicaciéon de un proceso de purificacion y posterior hidrdlisis
enzimadtica, se obtendrd una nanocelulosa con mayor cristalinidad y pureza, resultando en

propiedades estructurales y Opticas mejoradas para las peliculas elaboradas.

2.2 Objetivo general
Aislar y caracterizar nanocelulosa de alta pureza y rendimiento a partir del alga
Macrocystis Pyrifera mediante hidrdlisis 4cida y posterior hidrolisis enzimatica para evaluar

su morfologia.

2.3 Objetivos especificos

e Aislar y purificar nanocelulosa a partir del alga parda Macrocystis Pyrifera mediante
hidrdlisis acida y tratamiento enzimatico secuencial para optimizar el aprovechamiento
de la biomasa.

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y morfoldgicas de la nanocelulosa obtenida
mediante técnicas multiescala (FTIR, RMN, CLSM, MEB y MET) para determinar su
composicion quimica (pureza) y grado de cristalinidad.

e Evaluar la influencia del método de aislamiento y del tratamiento secuencial sobre la

morfologia de la nanocelulosa.
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Capitulo 3
DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se detalla la metodologia experimental empleada para el aislamiento
de nanocelulosa a partir de un alga comercial mediante hidrolisis acida y posterior hidrolisis

enzimatica.

3.1 Adquisicion de materias primas

Las materias primas empleadas en el desarrollo de esta experimentacion fueron, en
su mayoria, proporcionadas por proveedores, salvo el alga cuyo suministro fue externo y su
grado de pureza es alimenticio (100% natural). En la Tabla 3.1 se presentan detalles

importantes sobre los reactivos empleados en esta investigacion.

Reactivo Grado de pureza / Actividad Marca

Agua purificada Industrial Suministro externo
Agua desionizada Laboratorio (>99%) Sigma Aldrich
Hidréxido de sodio (pellets) Laboratorio (>99%) Sigma Aldrich
Carbonato de sodio (Na,CO;) Laboratorio (>99%) Sigma Aldrich
Cloruro de calcio (CaCl,) Laboratorio (>99%) Sigma Aldrich
Perdxido de hidrogeno (50%) Técnico (50% p/p en H,0) QuimyGraf
Acido sulftrico (I,SO,) Reactivo ACS (95.0-98.0%) J.T. Baker
Hidrato de acido fosfotiingstico Analitico (microscopia) Sigma Aldrich
Endoglucanasa (4. cellulolyticus ) | Bioquimico (>2.0 U/mg de proteina)| Sigma Aldrich

Tabla 3.1. Caracteristicas de los reactivos.

3.2 Diseiio de formulaciones experimentales

Todos los reactivos utilizados se emplearon tal como se recibieron, sin purificacion
adicional. El estudio se realiz6 bajo condiciones experimentales constantes de temperatura,
agitacion, tiempo, cantidad de materia prima y de reactivos para evaluar la reproducibilidad
del método de obtencion, las cuales se presentaran a lo largo de este capitulo. Se realizaron

un total de 20 experimentos para estandarizar el proceso, de los cuales, al final, tres se
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utilizaron para determinar los porcentajes de rendimiento en la obtencion de fucoidan,

alginato de calcio y nanocelulosa. Las soluciones realizadas se presentan en la Tabla 3.2,

donde se aclaran el proceso en el que se lleva a cabo, el material o reactivos utilizados, la

relacion (liquido/liquido o sélido/liquido) y los valores constantes de temperatura, velocidad

y tiempo definidos para optimizar el proceso y obtener un porcentaje de rendimiento

aceptable para la NC.

acido fosfotiingstico

Nombre del proceso Material / Reactivo | Relacién | Temperatura Tratamiento Tiempo
Agitacion a 300 rpm
Al ficad 111 of 80 °C incrementando hasta lh
Extracion v eliminacion £a. agha puriticada ALP 700 rpm
de impurezas (fucoidan) 120°C  |Autoclave lh
Agua p}l,nﬁ_céd_a 1:21 piv 80 °C Agitacion a 500 rpm | 30 min
Suspension inicial
Extraccion y eliminacion Agua purificada . L, .
. . 1:5 p/ Ambiente [Agit: 200 15
de alginato de sodio Na,Co; PY blette griacion tpm i
Obtencion de alginato calcio| Agua purificada, CaCl,| 1:40 p/v | Ambiente |Agitacion 200 rpm 15 min
Bafio maria, agitacion
Alga tratada, H,0 1:10 p/ 80 °C ’ 2h
Hidrolisis dcida g4 tratada. £ PV 2300 rpm
H,0,, H,S0, 45:1viv 40 °C Agitacion 100 rpm 10 min
Hidrélisis enzimatica NC, endoglucanasa | 33.3:1 v/v 50°C Agitacion a 150 rpm 72 h
., NC, Hidrato d . Agitacio Tt .
Preparacion muestra MET - HHETato e 20:1v/v | Ambiente SHaclofl envoreX & | 5 min

100 rpm

Tabla 3.2. Especificaciones de los tratamientos y de las variables de control del
proceso.

A su vez, en la Tabla 3.3 se presentan los datos de las concentraciones finales de los

reactivos proporcionados por los proveedores, asi como la preparacion de las soluciones

necesarias para la experimentacion.
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Solucion / Reactivo | Concentracion final Preparacion

Na,CO, 10% p/v 10 de alga + 100 mL de agua purificada
CaCl, 2.5% plv 10 g de alga + 400 mL de agua purificada
H,0, 50% p/p Directo en alga tratada
solucion pirana 45:1 v/ 45 mL H,0, + 1 mL H,SO
(1,0, + 11,80,) - T
NC + Endoglucanasa| ~6 Ulg celulosa 10 ml de NC + 300 pl.
NC + Hidrato de 200 pL NC + 10 pL hidrato de
. . . 4.76% viv . ; .
acido fosfotingstico acido fosfotingstico

Tabla 3.3. Especificaciones técnicas y protocolo de preparacion de soluciones.

3.3 Extraccion de impurezas y obtencion de la materia prima

La materia prima inicial se adquiere de la marca Alimentos Colpac, mediante botes
que contienen aproximadamente 100 g de algas marinas Kelp en polvo (Figura 3.1), los
cuales son comercializados como un alimento saludable que mantiene activo el metabolismo
y que por ende no contiene ningln otro ingrediente a parte de este. El alga adquirida debe
pasar primeramente por un tratamiento de extraccion de fucoidan, no puede utilizarse

directamente una vez obtenida para que la materia prima a tratar sea lo mas pura posible.

Figura 3.1. Materia prima y vista en microscopio.
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En una balanza se pesan 50 g del contenido de un bote de Alga, y en otra charola la
cantidad restante para confirmar la cantidad de material a tratar, la cantidad total debe rondar
entre los 100-110 g. El material se vacia en dos frascos de 1000 mL (marca Pyrex), cada
frasco con la cantidad de 50 g, con la ayuda de un embudo, asi como un agitador magnético
y 550 mL de agua purificada en cada uno. La separacion del polvo en dos frascos garantiza
que la extraccion sea completa y no solo en ciertas zonas, ademas de que se optimiza el

proceso y se obtiene una mayor cantidad de materia prima.

Ambos frascos se ponen en bafio maria a 80 °C e iniciando con una agitacion de 300
rpm hasta llegar a 700 rpm durante 1 hora, cuidando que el material se agite y que las paredes
del frasco estén limpias. Transcurrido el tiempo, ambos frascos se introducen en la autoclave,
dejandolos 30 minutos a 120 °C, esperando otros 30 minutos a que la presion de la autoclave
baje y ambos frascos puedan ser retirados. Los frascos extraidos (Figura 3.2) deben mostrar
una separacion de material (parte inferior) y fucoidan (parte superior). Se extrae el fucoidan
con una pipeta eléctrica y una pipeta graduada de vidrio de 10 mL, depositandolo en una
charola de silicon de 20 cm de ancho por 40 cm de largo, almacenandola en un horno de

secado hasta que el material restante esté listo.

Figura 3.2. Autoclave y frascos después del tratamiento de autoclave.

El material restante se deposita en un solo frasco con ayuda de un embudo y
agregando 500 mL de agua purificada de forma gradual, cuidando la posicion del agitador
magnético. El frasco se deja en bafio maria a 80 °C con una agitacion de 500 rpm durante 30

minutos.
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Se prepara el material necesario para realizar el vacio mientras transcurre el tiempo
de bafio maria. Se instala la bomba de vacio de la marca LACHOI con una filtracion de
diafragma de 15 L/min, conectando la manguera de entrada a un Kitasato de 1000 mL y un
embudo Buchner, instalando en el embudo una malla de filtracion #70 para evitar que pase

la menor cantidad de material posible (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Sistema de filtrado con vacio.

Se vacia el contenido del frasco dentro de la malla en el embudo una vez pasado el
tiempo de bafio maria; el vaciado debe realizarse por partes para vaciar el frasco por
completo y asi extraer la mayor cantidad de liquido posible del material. Se pasa el material
con ayuda de una espatula a un frasco nuevo de 1000 mL, agregando a su vez un agitador.
El liquido sobrante del matraz se puede vaciar en otra charola de silicon, dejandola a su vez
en el horno de secado para poder analizarla mediante FTIR una vez obtenida la pelicula de

fucoidan y verificar su composicion.

Finalmente, una vez vaciado su contenido, se repite el proceso agregando otros 500
mL de agua purificada al frasco con material para que pase por un segundo lavado en bafio
maria (Figura 3.4). Se debe de realizar un total de cuatro lavados, almacenando el liquido
obtenido de los tltimos dos lavados, los cuales se centrifugan a 4000 rpm durante 25 minutos
para recuperar la mayor cantidad de material posible que se haya pasado a través de la malla
de filtracion. Entre cada lavado se debe observar un cambio en el liquido filtrado, viéndose

mas limpio con cada lavado.
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Figura 3.4. Segundo lavado de material en bafio maria (con y sin agitacion).

)

3.3.1 Extraccion y eliminacion de alginatos (sodio y calcio)

Pese al lavado repetido para la extraccion de fucoidan, el alga ain presenta un alto
porcentaje de alginato. Para obtener una mayor eficiencia de aislamiento y pureza de la NC
(sin posterior tratamiento enzimatico), el alga se somete a un proceso de obtencion de
alginato, que puede realizarse previamente a tres lavados para la remocion de fucoidan y al

filtrado por bomba de vacio.

En un vaso de precipitado de 600 mL se agrega un agitador magnético, 100 mL de
agua purificada y 10 g de carbonato de sodio (Na2CO3), el cual se coloca en una plancha de
agitacion a 200 rpm hasta que el Na;COs3 se disuelva por completo. El alga himeda (20 g
aproximadamente) se agrega a la solucion, dejandolo en agitacion a 200 rpm y 50 °C durante
1 h. Después de 10 min, la viscosidad de la solucion aumentard, impidiendo la movilidad del
agitador, para este caso existen dos opciones.

v' Aumentar la agitacion a 400 rpm.

v" De no solucionarse, el agitador debe ser removido y limpiado dentro del mismo frasco
con ayuda de una piseta con agua purificada, continuando el proceso apoyandose de un
batidor de varillas para realizar agitacion manual, cumpliendo lapsos de 1 min de

agitacion cada 15 min hasta completar el tiempo estipulado.

Seguidamente, mientras la solucién ain se encuentre caliente, se distribuye en 6

tubos de centrifuga de 50 mL, centrifugandolos a 4000 rpm durante 30 min. Los materiales
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obtenidos en este paso constan del alginato de sodio (liquido) y la materia prima (s6lido) a
utilizar para su posterior secado y aislamiento de NC. Es posible realizar otro lavado con
tratamiento térmico, no obstante, el alginato de sodio obtenido posterior al primer lavado
sera de menor concentracion y no sera opta para el proceso de gelificacion en forma de

esferas.

En un cristalizador de vidrio de la marca Corning Pyrex, capacidad de 2500 mL,
didmetro de 190 mm x altura de 100 mm, se coloca en una plancha de agitacion a 20 rpm,
agregando un agitador magnético, 400 mL de agua purificada y 10 g de cloruro de calcio
(CaClp). Mientras el CaCl; se termina de disolver, en un soporte universal se coloca un
embudo de separacion (decantacion) de vidrio 250 mL en forma de pera de la marca Pyrex.
La salida del embudo de separacion se coloca encima del cristalizador y a un lado del
agitador, no completamente en el centro, como se muestra en la Figura 3.5, para que las

esferas de alginato de calcio no se concentren en el agitador y se aglomeren entre si.

.""
!l ,

Figura 3.5. Gelificacion de alginato de calcio.

El alginato de sodio se coloca en el embudo de separacion (cuidando que la llave de
paso se encuentre cerrada). Al abrir la llave de paso de forma controlada, se forman esferas
de alginato de calcio por gelificacion al entrar en contacto con la solucion. Finalmente, las
esferas de alginato de calcio se lavaron sucesivamente con un colador y agua para eliminar
los residuos, posteriormente se almacenan en un recipiente con agua purificada. El alginato
de sodio obtenido puede llegar a conservarse en un frasco de 1000 mL hasta por cinco dias,
mientras que alginato de calcio se puede conservar en un frasco de conserva durante un

periodo prolongado de tiempo (superior a 60 dias) una vez que haya pasado por un proceso
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de estilizacion en la autoclave a 110 °C durante 1 h, ademas, de que el frasco no haya sido

abierto o su agua haya sido contaminada.

3.3.2 Secado y homogeneizado del material
Finalmente, todo el material obtenido mediante la bomba de vacio y la centrifuga, se
distribuye en 2 charolas de silicon (Figura 3.6) y se colocan en el horno de secado, dejandolo

activado durante 15 horas a 50 °C.

Figura 3.6. Material antes y después del secado.

El material seco se separa de las charolas para posteriormente triturarlo en un
molinillo de grano eléctrico con una molienda superfina de alta velocidad 28000 rpm durante
un minuto. El material resultante (Figura 3.7) sera aproximadamente un 60% del peso

original, mientras que el otro 40% corresponde al fucoidan obtenido en ldminas.

Figura 3.7. Molino de grano eléctrico (izquierda) y alga molida en un polvo fino
(derecha).

3.4 Sintesis y obtencion de la nanocelulosa
En un frasco de 1000 mL de la marca Pyrex se agrega un agitador magnético, 15 g

de alga (obtenida mediante el tratamiento previo) y 150 mL de peréxido de hidrogeno al
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50%, dejandolo en bafio maria a 80 °C con 300 rpm durante 2 horas, cuidando que las
paredes estén limpias con ayuda de una piseta con peréxido. A los 10 minutos se aprecia un
cambio de color, de su café inicial a verde, asi como un aumento de viscosidad, apreciando
una mayor agitacion a partir de la hora y media hasta dos horas, cuidando que el agitador no

pierda movilidad y que no se manchen las paredes (Figura 3.8).

777
=
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Figura 3.8. Alga con perdxido inicial (izquierda) y en el transcurso de 10 minutos
(derecha).

10 minutos antes de completar las dos horas se agrega a parte en un vaso de
precipitado de 100 mL unos 45 mL de peroxido de hidrogeno con 1 mL de acido sulfurico
(reactivo J.T. Baker) y un agitador, dejandolo en agitacion durante 9-10 minutos a 40 °C
hasta que ambos se disuelvan por completo. Se comprueba el pH antes de vaciar la mezcla

de perdoxido y acido sulfurico en el frasco de 1000 mL, este tendrd un valor de cero.

Se aumenta la agitacion entre (500 — 600) rpm una vez agregada la mezcla de
peroxido y acido sulfurico al frasco con el material, dejandolo asi mismo en bafio maria a
80°C durante otra hora més. Durante el transcurso de este periodo ocurren cambios de color
a unos mas claros (Figura 3.9), y se debe abrir cada 15 minutos el frasco o cuando se genere
una gran cantidad de espuma, aumentando asi la velocidad poco a poco hasta que la espuma
se elimine y lavando las paredes con la piseta de perdxido. Se apaga la temperatura de la
plancha con el paso de la hora, abriendo el frasco y lavando paredes por tltima vez antes de

dejarlo en agitacion durante 24 horas aproximadamente.
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5 minutos 15 minutos 20 minutos

Figura 3.9. Apariencia de la reaccion en distintos lapsos de tiempo.

Después de 24 horas se comprueba que el agitador esté sucio, de ser asi se reemplaza
por uno nuevo y el material adherido al agitador anterior se puede desechar. El frasco con el
nuevo agitador se coloca en la autoclave a 120 °C durante 1 hora, dejando un rango de 30 a
40 minutos extra para que se baje la presion y pueda ser abierta. Una vez transcurrido el
tiempo se vuelve a colocar el frasco en agitacion, sin el bafio maria, aprovechando el calor
producido de la misma autoclave para que el resto de suciedad se adhiera al agitador nuevo

durante otro otra hora mas.

El liquido obtenido se vacia en tubos de fondo conico de 50 mL (aproximadamente
6 tubos por frasco) para centrifugarlos a 4000 rpm durante 25 minutos. El liquido restante
tendrd un pH bajo de 1.0, el cual se desecha en un contenedor especial. El material del fondo
de los tubos es NC, a los cuales se le agregan 33 mL de agua desionizada a cada uno, la cual
debe ser calentada en microondas durante 1 minuto y medio antes de vaciarla a los tubos,
facilitando el desprendimiento de la NC del tubo. Se esperan entre 5 a 10 minutos antes de
agitar todos los tubos y vaciar su contenido en un vaso de precipitado de 400 mL con un
agitador magnético limpio. Se mide su pH, siendo este un valor inferior a 7, para ello se debe

tomar en consideracion lo siguiente:

v" Si el valor es inferior a 2 se agrega un pellet de hidroxido de sodio.
v" Si el valor es mayor a dos se agrega gota por gota una solucion de agua desionizada con

hidroxido de sodio, con un valor entre 12-14 pH.

Esto se debe realizar mientras el vaso de precipitado esté en agitacion y con una

temperatura aproximada a 50 °C, hasta que el valor de pH sea 7 (neutro). Con la
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neutralizacion se apreciard un cambio de color de amarillo/verdoso a blanco. Nuevamente
se pasara por un proceso de lavados, vaciando la NC a tubos de fondo conico para
centrifugarlos con las mismas condiciones (4000 rpm durante 25 minutos), verificando entre
lavados que el pH siga siendo neutro y disminuyendo la cantidad de agua desionizada

caliente:

v Primer lavado: 200 mL de agua desionizada caliente (50 °C) repartidos entre los tubos.
v" Segundo lavado: 100 mL de agua desionizada caliente (50 °C) repartidos entre los tubos.

v Tercer lavado: 40 mL de agua desionizada caliente (50 °C) repartidos entre los tubos.

En total se deben realizar tres lavados.

La NC resultante se dejara en didlisis mediante tubos de membrana de celulosa
regenerada (Figura 3.10) durante 48-72 h para eliminar sales existentes (entre mas tiempo

mejor).

Figura 3.10. NC en didlisis.

Finalmente, transcurridas las 48-72 h se vacia con cuidado la NC en charolas
flexibles o cajas Petri cuadradas segtin la cantidad de NC obtenida, colocando los recipientes
en un agitador orbital a una velocidad maxima de 20 rpm durante 3 minutos (Figura 3.11),
cambiandolo de posicion cada 3 minutos para que la sustancia se encuentre uniforme. Por

consiguiente, se deja secar al sol hasta que se forme la pelicula.

En caso de que no haya sol se puede dejar en la estufa a 42 °C, cuidando que no

quede directamente en la parte inferior (directo al metal) para evitar que la pelicula se
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fracture. El uso de una estufa se considera por temas de practicidad y evitar impurezas en la
superficie de la pelicula. El secado al sol directo (sin cubierta alguna) puede provocar la
contaminacion de la pelicula final debido a particulas suspendidas en el aire, por lo que se

recomienda el uso de un desecador de vidrio para vacio, si se realiza de esta forma.

Figura 3.11. NC en caja Petri sobre el agitador orbital (izquierda), NC en una
charola secandose al sol (derecha).

Una vez seca solo se retira con ayuda de una espatula y se verifica que sea

transparente.

3.5 Obtencion de nanofibrillas y fabricacion de pelicula
Se obtienen nanoldminas de celulosa mediante el tratamiento térmico Unico, por lo
que una vez aislada la NC se debe pasar por el tratamiento enzimatico para la obtencion de

nanofibras.

La endoglucanasa es una enzima que actua en la celulosa, dividiendo la lamina en
fibras de las cuales estd compuesta. Se divide la NC obtenida previamente en 4 tubos de
centrifuga de 20 mL, etiquetandolos cada uno como C, E1, E2 y E3, las cuales corresponden
a una muestra de control y tres que se someteran a la enzima para ver las diferencias

posteriores mediante LSM, SEM y MET.

La cantidad de enzima utilizada depende de la NC a utilizar, por ejemplo, para 10ml
de muestra en cada tubo, se requiere agregar 200 pl de endoglucanasa. Los tres tubos
etiquetados como E1, E2 y E3 se someten a agitacion una vez agregada la enzima para

posteriormente dejarlos en una incubadora a 50 °C durante 3 dias.
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Posteriormente, los tubos se deben calentar a 80 °C durante 15 minutos para
desactivar la enzima. Se sigue un proceso de lavado mediante agua desionizada caliente para
quitar los residuos de endoglucanasa de la NC y evitar interferencias a la hora del analisis

morfologico de muestras.

En total se deben realizar 3 lavados con 20 mL de agua desionizada caliente por tubo,
centrifugdndolos a 4000 rpm durante 30 minutos, asi como comprobar el pH de cada lavado

para tener un control de este.

Una vez que la NC haya sido lavada sucesivas veces, se realizard el mismo

procedimiento de vaciado para la obtencidn una pelicula.

3.6 Resumen esquematico del desarrollo experimental
En la Figura 3.12 se muestra un esquema de la metodologia utilizada, destacando sus

fases mas importantes: tratamiento del alga, tratamiento térmico e hidrolisis acida,

neutralizacion y purificacion, secado y, finalmente, tratamiento enzimatico, las cuales se

explicaron a detalle en los subtemas de este capitulo, los cuales consisten en los siguientes

puntos:

1. Lavado del alga con agua purificada en una plancha de calefaccion, bajo agitacion.

2. Lavado posterior en autoclave para mayor extraccion de impurezas.

3. Filtracion mediante vacio para la obtencion de la materia prima (alga tratada) y de
fucoidan (impurezas).

4. Secado de la materia prima y molienda.

5. Preparacion de una solucion de NaxCos con la materia prima en una plancha de
calefaccion, bajo agitacion.

6. La solucion se somete a centrifugacion para obtener alginato de sodio (sobrenadante) y
la materia prima (precipitado).

7. El alginato de sodio pasa por un proceso de esferificacion en una solucion con CaCly,

mientras que la materia prima continda en un proceso de secado y posterior molienda.
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8. Comienza el proceso de hidrolisis acida para la obtencion de NC en una plancha de
calefaccion, hasta lograr una reaccion estable (sin acumulacion de gas).

9. Una vez conseguida una reaccion estable, el frasco se introduce en la autoclave para
completarla y obtener la NC.

10. Transcurrido el tiempo de reaccion en la autoclave, la solucidon pasa por un proceso de
neutralizacion.

11. Una vez neutralizado, se procede a la purificacion mediante lavados con agua
desionizada hasta que el sobrenadante parezca agua.

12.1. El primer caso consiste en usar la solucion de NC con poca agua desionizada para

formar peliculas delgadas mediante secado.

12.2. El segundo consiste en emplear la solucion de NC en el tratamiento enzimatico para

obtener nanofibras.
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Figura 3.12. Esquema resumido de la metodologia utilizada para el aislamiento de NC
(ver Anexo 2 y 3). Creado con BioRender.
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3.7 Obtencion de los porcentajes de rendimiento
Se evalud el porcentaje de rendimiento de los elementos aislados (fucoidan, alginato
y NC). La foérmula utilizada [36] para calcular el rendimiento de fucoidan y alginato se

muestra en la ecuacion 1:

P

% Rendimiento = (Ff) 100 (1)
i

Donde: Py es el peso final del material seco en gramos y P; es el peso inicial del

material usado para la extraccion en gramos.

Por otro lado, para calcular el porcentaje de rendimiento de la NC se requieren los
valores:
e Materia prima inicial utilizada (alga) para el aislamiento de la NC.
e La solucion NC obtenida después de la hidrolisis acida (la solucién debe dejar de

asentarse para retirar el exceso de agua desionizada de los lavados).

e El peso inicial de la NC liquida antes de pasar por el proceso de secado.
e El peso final de la pelicula de NC tras el secado.

Las férmulas utilizadas se muestran a continuacion [36]:

%E = (E) * 100 (2)
v Vg

Donde: mg es la masa soluto de la NC en gramos y v, corresponde al volumen de la

solucion de la NC en mililitros. Este calculo debe realizarse primero para cada

experimentacion. Una vez obtenido, se calcula la masa de NC seca total del experimento

realizado mediante la siguiente formula:

m
0fy —
/017

M =
100

* Ut (3)

Donde: %% corresponde al resultado de la ecuacion 2 para determinar el porcentaje

masa/volumen y v, corresponde al volumen total de la solucion de la NC en mililitros. Este
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calculo debe realizarse primero para cada experimentacion. Por ltimo, con los datos previos

obtenidos se calcula el porcentaje de rendimiento de la NC mediante la siguiente formula:

M

% Rendimiento = (—) * 100 4)
m;

Donde: M corresponde a la masa total de NC seca y m; a la materia prima inicial

utilizada para el experimento, ambos valores en gramos.

3.8 Caracterizacion
3.8.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica no destructiva se emplea para el analisis de la composicion molecular de
las muestras mediante la obtencion e identificacion de sus grupos funcionales. Los espectros
se obtuvieron mediante un espectrofotometro FTIR Compacto IRAffinity-1S de la empresa
Shimadzu Corporation, utilizando el modo ATR para las muestras en forma de pelicula y
polvo. La configuracion utilizada fue de 30 a 64 escaneos, resolucion 2.0 con un rango de
500 a 4000 cm™. Los resultados obtenidos se graficaron posteriormente en el programa

OriginPro 9.0 para la identificacion de grupos funcionales y comparacion de espectros.

3.8.2 Microscopia Confocal de Barrido Laser (CLSM)

Con un microscopio de barrido laser ZEISS LSM 700 se obtuvieron los perfiles de
altura para estudiar la topografia de la muestra de NC mediante un laser con emision a 405
nm. Las imagenes obtenidas se adquirieron con un aumento de 100x y una resolucién de
512x512 pixeles, utilizando por lo menos 150 capas para la construccion de cada imagen.
Para la observacion de la muestra se utilizé una dispersion en vortex obtenida mediante la
adicion de 10 pl de NC en aproximadamente 0.6 mL de agua desionizada. Posteriormente se
depositd 100 pl de solucion sobre obleas de silicio de primera calidad (pulidas en una sola
cara) de la marca Alpha Nanotech Inc, las cuales se adhirieron posteriormente a un

portaobjetos de vidrio con lapiz adhesivo.

3.8.3 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)
Mediante esta técnica se observo la morfologia de la NC. Debido a su composicion

organica, es requerido que las muestras previamente vistas en el CLSM sean recubiertas con
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oro, esto se realizd mediante un recubridor rotativo con bomba Quorum QI150R Plus,
aplicando 25 mA como corriente de pulverizacion durante 25 segundos, con un factor de

herramienta 5.

Su andlisis se realizd con un microscopio electronico de barrido (MEB) Hitachi
SU8020. Para la colocacion de las muestras en el equipo, las placas de silicio recubiertas se
adhirieron directamente sobre una cinta de grafito doble cara que se fijo al porta muestras
del equipo. Las muestras fueron observadas aplicando un voltaje de aceleracion de 5 kV 'y

10 pA, a una distancia de trabajo de 8.5 mm.

Las imagenes obtenidas por MEB se analizaron con el software Imagel, en el que se

realizaron 40 mediciones del didmetro de las fibras individuales de la muestra de NC.

3.8.4 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

En este caso, para su andlisis se utilizd un microscopio electronico de transmision
modelo TITAN G2 80-300 de la marca FEI, a un voltaje de aceleracion de 300 kV. Todas las
muestras se prepararon mediante el siguiente procedimiento. Se prepar6 una solucion de NC
(pre y post tratamiento enzimatico) en un Eppendorf de 0.5ml, afiadiendo 200l de
nanocelulosa y 10 pl de acido fosfotingstico hidrato para microscopio de la marca Sigma

Aldrich. Posteriormente se utilizd un vortex para obtener una soluciéon homogénea.

Se coloco una gota de la solucion homogénea preparada sobre una rejilla de cobre
recubierto con una pelicula de carbon con patrén lacey. Finalmente, las rejillas con cada
muestra se dejaron secar durante 2 h en una estufa a 40 °C. Para las imagenes obtenidas se

empled la técnica de imagen por campo claro (BF).

Asimismo, las imdgenes obtenidas con MET se analizaron con el software ImageJ,
en el que se realizaron 90 mediciones del diametro de las fibras individuales de la muestra

de NC.
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3.8.5 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Las muestras obtenidas mediante el tratamiento de hidrélisis &cida e hidrdlisis
enzimatica se almacenaron previamente en tubos de centrifuga de 50 mL (15 mL de solucién
en seis tubos) y se congelaron a -20 °C durante 3 dias. Posteriormente, los tubos de centrifuga
se colocaron sin tapa en un liofilizador de laboratorio VirTis Freezemobile 25XL (Figura
3.13) con condiciones de -150 °C a 500 mT durante 3 dias. El material obtenido se separd

con pinzas para mejorar su lectura previa en el equipo de caracterizacion.

Figura 3.13. Equipo de liofilizado (A) y muestras de NC control y post enzima (B).

La caracterizacion por RMN de la NC se obtuvo a 23°C en un espectrometro Bruker
Avance I de 500 MHz, el cual se encuentra equipado mediante una sonda sélida que opera
en el angulo magico y utiliza rotores de circonio de 4 mm con tapas de turbina Kel-F, con un
tubo de relajacion de D1 =4 ms y un tiempo de contacto de 2.82 ms. Las muestras de celulosa
se colocaron en los rotores y se hicieron girar a 10 kHz. Los experimentos de polarizacion
cruzada de '*C se adquirieron a 125,55 MHz y los espectros se referenciaron externamente
al estandar de adamantino (& 38.5 ppm). Las condiciones de optimizacion de Hartmann-
Hahn se lograron ajustando los tiempos de contacto a una potencia CP de 85 W para el canal

de carbono.

Los resultados obtenidos se analizaron y graficaron con el software OriginPro, y se
elaboraron curvas de deconvolucion de los espectros empleando un ajuste de lineas mediante

la funcion de Lorentz.
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Capitulo 4
RESULTADOS Y DISCUSION

De la M. Pyrifera se obtuvo consecutivamente tres materiales basicos, siendo estos
el fucoidan (polvo y peliculas delgadas), alginato de sodio/calcio (solucion, polvo, peliculas
delgadas, esferas secas y humedas) y NC (solucion y peliculas delgadas); mientras que, como
materiales avanzados se obtuvo NC post enzima (solucion y peliculas delgadas). Para cada
material se realizd un analisis riguroso mediante una o varias técnicas de caracterizacion
previamente explicadas en este documento, junto con su preparacion, con el fin de

determinar su composicion y morfologia.

Se replicé al menos cinco veces la experimentacion con los valores estandarizados
para validar y asegurar la reproducibilidad de la metodologia. Por otro lado, se llevaron a
cabo tres experimentos para determinar los porcentajes de rendimiento de los elementos
aislados (ver Anexo 4), haciendo uso de las ecuaciones presentadas y obteniendo los
siguientes porcentajes de rendimiento, partiendo de la materia prima (control) y expresados
en porcentaje en masa sobre una base seca:
v Fucoidan = 40%
v' Alginato ~ 50%

v" Nanocelulosa = 10%

En la Figura 4.1 se presentan dos de los materiales basicos previamente indicados.
Ambos materiales se obtuvieron en la fase de pretratamiento del alga y se conservaron en
distintas presentaciones. Por ejemplo, en la Figura 4.1B se revelan tres peliculas de fucoidan
a diferentes concentraciones, las cuales se obtuvieron mediante distintos lavados del alga
mediante centrifugado y, a su vez, polvo obtenido mediante la molienda/pulverizacion de las
mismas peliculas elaboradas. Dependiendo de su concentracion, las peliculas presentan

distintos niveles de transparencia y fragilidad, observando que a mayor concentracion las
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peliculas son opacas y se fracturan con facilidad, mientras que, por el contrario, estas se

vuelven menos fragiles e incluso poseen cierta transparencia (Figura 4.1A).

Por el contrario, la Figura 4.1D y F poseen imégenes relacionadas con el alginato
calcio y sodio respectivamente, en donde este Ultimo, posee una transparencia mayor que las
peliculas de fucoidan obtenidas. De la misma forma, algunas de las peliculas de alginato de
sodio mostraron mayor fragilidad y opacidad; no obstante, estos resultados se deben a

residuos de fucoidan en el alginato durante el centrifugado, lo que afecta sus propiedades.

Figura 4.1. Muestras de la transparencia/opacidad del fucoidan (A y C) y sus
presentaciones en polvo y peliculas (B). Esferas de alginato de calcio (D y E) y peliculas
de alginato de sodio (F) obtenidas durante el pretratamiento del alga.

A su vez, se almacenaron muestras de las soluciones del primer y segundo lavado,
mediante centrifuga, tanto del fucoidan como del alginato de calcio extraidos. Su diferencia
de concentracion se aprecia mejor en la Figura 4.2, donde se resalta un contraste de color

entre las cuatro muestras tomadas.
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Figura 4.2. Comparacion de las distintas concentraciones de fucoidan y alginato.
Residuos obtenidos del primer y segundo lavado del fucoidan y el alginato de sodio
respectivamente (de izquierda a derecha).

Posterior al tratamiento de hidrdlisis acida y neutralizacion, se obtuvieron peliculas
de NC (Figura 4.3), con las cuales se obtuvo un nivel de transparencia considerable,

indicando de esta forma que la remocidn de sales e impurezas fue eficiente a simple vista.

Figura 4.3. Demostraciones de transparencia de distintas peliculas de NC. Ejemplo
en un fondo de color (A) y a blanco y negro (B).

De igual importancia, en la Figura 4.4 se observa la comparacion entre la NC
obtenida mediante la combinacion de hidrolisis acida y enzimdtica (izquierda) y la NC
obtenida tnicamente mediante hidrdlisis acida. Este comportamiento de dispersion de las
fibras de la NC en un medio acuoso revel6 una notable diferencia con respecto a la tendencia

de flotacion entre la NC original y la NC post-enzima.
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Figura 4.4. NC en medio acuoso, tratamiento post-enzima (izquierda) y original
(derecha).

Se observo que las fibras de la NC tratada con endoglucanasa son propensas a
ascender y mantenerse estables, flotando incluso persistentemente después del reposo. En

cambio, la NC sin tratamiento enzimatico mostro una tendencia a sedimentarse en el fondo.

Estos resultados se atribuyen a su reduccidn significativa en la longitud y peso
molecular de las fibras, el cual es una consecuencia directa del uso enzimatico por romper
los enlaces de la NC. Las fibras cortas exhiben una morfologia menos densa que resulta en
un aspecto clave en la flotacion. Mas adelante, se dara a conocer de manera mas puntual la

morfologia de ambas.

Ademas, el uso del NMR requiri6 de una muestra solida, por lo que una muestra de

las soluciones previas se seco mediante liofilizado para ser caracterizadas (Figura 4.5).
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Figura 4.5. NC mediante liofilizacion, post-enzima y original (de izquierda a
derecha).

4.1 Determinacion de grupos funcionales mediante espectroscopia FTIR

Mediante esta técnica se confirmo la estructura quimica de la NC aislada de M.
Pyrifera, asi como se validd la remocién de componentes no celuldsicos (fucoidan y
alginato) para comprobar la eficacia del proceso de purificacion y la adecuada obtencion de
la NC. En la Figura 4.6 se presentan los resultados obtenidos mediante este método, en los
que el espectro de la NC-HA (NC obtenida mediante hidrolisis 4cida) exhibio las bandas de
absorcion clave que confirman la naturaleza celuldsica del material, en concordancia con el
espectro de la celulosa comercial (Sigma Aldrich) de referencia. La banda ancha e intensa
entre 3335 cm™ (NC) y 3336 cm™ (celulosa comercial) es caracteristica del estiramiento del
grupo -OH la cual evidencia los multiples grupos hidroxilo y la fuerte presencia de enlaces

de hidrogeno inter e intramoleculares en la estructura [37].

Adicionalmente, el pico alrededor de 2900-2925 cm™ se atribuye a la vibracion de
tension del C-H alifatico de los anillos de pirano, confirmando la estructura fundamental del
esqueleto de carbohidratos [38]. En la region de bajas frecuencias, se observaron las
vibraciones caracteristicas de los enlaces de la celulosa, por ejemplo, en las bandas en 1160
cm! y 1050 cm™ se asocian a las vibraciones de estiramiento asimétrica y simétrica,
respectivamente, de los grupos C-O-C y C-O. De particular relevancia, el pico en 898 cm’!
es el indicador clave del enlace -1,4 glucosidico, el cual define la estructura principal de la

celulosa [39], confirmando que la integridad del polisacarido no se vio comprometido
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durante el proceso de estructuracion. Ademads, la presencia de una senal definida en 1430
cm™! se relaciona con la vibracién de flexién del CH» sensible a la cristalinidad [39],
sugiriendo una alta proporcion de regiones cristalinas en la celulosa comercial, la cual no es
evidente en la NC obtenida. El espectro NC-E corresponde a la NC tratada mediante via
enzimatica, la cual presenta los mismos grupos funcionales que la muestra NC-HA con
bandas con mayor definicion en los picos 3509 y 3390 cm, lo cual sugiere una
redistribucion en la red de puentes de hidrogeno tras la hidrolisis enzimatica [40]. De la
misma forma, el pico en 2925 cm™ es mas prominente en ambas NC que en la celulosa
comercial, lo que puede indicar una mayor exposicion de los grupos alifaticos debido al

incremento del area superficial por el tratamiento enzimatico [40].
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Figura 4.6. Resultados de espectros FTIR en la region 600 cm™ — 4000 cm™ de la
celulosa comercial y la NC aislada de la M. Pyrifera comercial.

Por otra parte, en la misma Figura 4.6 se presenta la comparacion con el material de
control (material comercial de kelp) y el fucoidan de referencia fue fundamental para evaluar
la pureza de la NC. La muestra control mostrd sefiales de grupos sulfato en 1250 cm™ y una

sefial débil en 1520 cm™, asociada a las vibraciones de flexion del enlace N-H (Amida II),
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presentes debido al contenido proteico de las algas pardas [42], lo cual no se evidencia en
las muestras de NC comerciales y aisladas mediante la experimentacion propuesta. Ambas
sefales son fundamentales para refutar una remocion parcial de elementos no deseados de la
NC. El fucoidan, un polisacarido sulfatado abundante en las algas pardas, presenta sefiales
diagnosticas fuertes en 1220 cm™! (vibracion de tension S=O de los grupos sulfato) y en 820
cm’! (asociada a C-O-S) [40]. Es crucial notar que el espectro de la NC no presentd absorcion
significativa en ninguna de estas dos regiones, lo que demuestra la disminucion parcial o
incluso la eliminacion completa exitosa del fucoidan y la reduccion del contenido de
azucares sulfatados en la matriz del alga marina. Respecto a la pureza, se observd un pico
de intensidad media en 1740 cm’' en la NC, atribuible a trazas residuales de C=0
(posiblemente de acidos carboxilicos/ésteres o remanentes minimos de hemicelulosa). No
obstante, la intensidad drasticamente reducida de este pico en comparacion con el material

de control y el fucoidan es un indicador positivo de la alta pureza lograda tras el aislamiento.

Con estos espectros se confirma la identidad celuldsica y, de manera crucial para esta
fuente bioldgica, se valida la efectividad de los tratamientos de purificacion empleados en

esta investigacion.

4.2 Mapeo y analisis de espesor de las laminas de NC mediante CLSM

Antes de realizar una prueba destructiva de caracterizacion o recubrir con oro la
muestra, se realizd un estudio sobre la distribucion espacial de la NC mediante CLSM, con
la cual se obtiene una visualizacion tridimensional y no destructiva de la estructura del

material.

Se ha comprobado mediante el microscopio optico (MO) que existe una interferencia
optica debido a los diferentes indices de refraccion del sustrato y muestra (Idminas de NC),
la cual produce una gama de colores bajo la luz blanca del microscopio, teniendo un
comportamiento similar al descubrimiento de Geim y Novoselov en 2004 al lograr visualizar

el grafeno [41, 42].
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Con el uso exclusivo del MO se ha estimado que el espesor se puede determinar
facilmente, sin necesidad requerida de técnicas mas complejas que comprometan el cambio
estructural del material, y a su vez, determinar si la experimentacion se realiz6 de manera
satisfactoria. En la Figura 4.7A, se muestra una lamina individual de NC, en donde a su vez
se aprecian diversos colores que se relacionan con un espesor en especifico (nm), mientras

que en la Figura 4.7B es la vista mediante el LSM.

Figura 4.7. Lamina individual de NC vista desde el MO con escala a color (A) y
vista en el LSM (B).

Esta técnica facilitoé la evaluacion de la topografia superficial y el grosor de las
nanoldminas encontradas en un rango de espesor entre 90 hasta 200 nm aproximadamente

para el primer caso mostrado.

Por otro lado, en la Figura 4.8 se presentan los resultados de la [amina individual (A
y B) y con adicion de enzimas (C y D). Para este caso se midi6 la lamina individual de cada
una, siendo el largo (eje Y) y ancho (eje X) aproximados de las dos laminas respectivas,

obteniendo los siguientes datos:

v" Figura 4.8A,B — corresponde a 100.81 um de largo por 74.53 um de ancho.
v Figura 4.8C,D — corresponde a 85.34 um de largo por 61.17 um de ancho.
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20 pm

Figura 4.8. Laminas individuales de NC pre (A y B) y post enzima (C y D) vista
desde LMS y el MO (de arriba abajo).

Al comparar ambas laminas se puede suponer, sin necesidad de un equipo avanzado
de caracterizacion, como la endoglucanasa logré romper en poco tiempo (72 h) los enlaces
B-1,4 glicosidicos que conforman a la NC, esto de manera aleatoria para observar
detalladamente las fibras que conforman a una ldmina. A su vez, una diferencia notoria al
exponer la NC a la enzima, es el cambio de colores, notandose en su mayoria el azul,
encontrandose en el rango de 120 nm aproximadamente, un valor mas bajo que la NC

obtenida exclusivamente mediante hidrolisis acida.

Mediante estos resultados se puede deducir que en consecuencia del tratamiento pre
y post enzima, se siguen obteniendo ldminas de NC, es decir, regiones planas conformadas

por una gran cantidad de fibras.

Como se menciono en el capitulo 3, la NC se encuentra en un sustrato (oblea de
silicio), en la cual se encuentran diversas laminas individuales (Figura 4.9), teniendo una

superficie mayormente limpia y libre de sales o alguna otra impureza. La seleccion de
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multiples imagenes permite documentar que el proceso de hidrolisis provoca una
fragmentacion no homogénea del material. La presencia de laminas con geometrias y
tamafios disimiles sugiere que la concentracion del 4cido y el tiempo de exposicion afectan
la degradacion del material, resultando en las cuatro ldminas presentadas en la Figura 4.8 y

4.9, las cuales pertenecen a un mismo sustrato.

Figura 4.9. Laminas individuales de NC pre-enzima, vista desde LMS y el MO
(arriba y abajo respectivamente).

Se realizaron seis mediciones en total, de las cuales la mitad corresponde al largo y
la otra mitad al ancho de las ld&minas presentadas en la Figura 4.9. En la Tabla 4.1 se muestran
estas mediciones, en las que se observo una mayor variedad de formas y tamafos debido al

tratamiento aplicado.

Lamina Largo Ancho
AB 25.61 ym | 37.58 um
CD 4234 ym | 21.83 um
EF 59.83 um | 46.57 ym

Tabla 4.1. Medidas de las laminas NC individuales pre-enzima.
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No obstante, tanto en la Figura 4.8CD y la Figura 4.10, no se logra observar un
comportamiento similar, ya que, al ser tratada con la enzima, las fibras se liberan y cubren
la mayor parte del silicio, mostrandose una gran cantidad de superficies oscuras y grises en

el fondo.

20 pm 20 pm

Figura 4.10. Laminas individuales de NC post-enzima, vista desde LMS y el MO
(arriba y abajo respectivamente).

De la misma forma, se obtuvieron seis mediciones para determinar el largo y el ancho
de las tres laminas observadas en la Figura 4.10. En la Tabla 4.2 se muestran las medidas
correspondientes, tomando como referencia sus bordes nitidos para delimitarla sin

considerar las fibras sueltas.

Lamina Largo Ancho
AB 1779 pm | 9.80 pm
CD 3237 um | 26.32 pum
EF 48.81 um | 29.54 um

Tabla 4.2. Medidas de las laminas NC individuales post-enzima.

Estos resultados seran discutidos en la seccion de MEB y MET.
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4.3 Caracterizacion morfologica de las laminas de NC mediante MEB

En la Figura 4.11 se muestran dos micrografias que corresponden a una muestra de
NC depositada sobre una rejilla para MET. En ambas se puede apreciar una parte de la
estructura laminar de la NC, estando compuesta por fibras entrelazadas entre si. Para la
Figura 4.11 se midi6 el didmetro de 40 fibras. En la Figura 4.11B se puede visualizar con
mayor nitidez el didmetro de las fibras, las cuales tiene un rango de entre 5 hasta 15 nm,
mientras que el largo de estas varia en consecuencia al tratamiento aplicado, resultando en
nanofibras cortas o largas, las cuales, a su vez, toman un comportamiento distinto con
respecto a su longitud. La celulosa al ser un material con baja densidad, las nanofibras de
menor longitud tienden a flotar o, por consiguiente, permanecen estables en una suspension
(agua desionizada) por mayor tiempo, mientras que las de longitud mayor tienen de

aglomerarse en el fondo, asi como se observa en la Figura 4.11.

Figura 4.11. Micrografias MEB de las fibras de NC (obtenidas mediante hidrolisis
acida) en una rejilla de MET a 20,000x (A) y 50,000x (B).

La evaluacion morfologica de NC obtenida tras el tratamiento enzimatico se realizo
con la micrografia de la Figura 4.12A, en donde se destacan fibras individuales con
diametros que se aproximan a los 10 nm. Esta morfologia resulté en consecuencia del efecto
de la endoglucanasa en la estructura de la NC, en donde se indujo una fragmentacion
controlada de las fibras que durante la hidrolisis acida se encontraban aglomeradas para
formar ldminas de celulosa. Este acomodo de fibras reduce la superficie de contacto,
obteniendo una dispersién mas estable y homogénea. Al aumentar la magnificacion (Figura

4.12B), las fibras se vuelven mas nitidas, permitiendo observar las fibras que conforman la
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lamina fragmentada de la NC post enzima, asi como la visualizacion de restos inactivos de

la enzima (secciones esféricas blancas).

Figura 4.12. Micrografia MEB de NC post enzima en una placa de silicio a 30,000x
(A) y 40,000x (B).

Las imagenes de LMS presentadas en la seccion anterior permiten observar la
formacion de agregados laminares a escala micrométrica, mientras que las micrografias de
MEB revelan la morfologia de las ldminas que los conforman. La heterogeneidad detectada
mediante LMS en la muestra NC-HA, junto con la apariencia fragmentada observada en
MEB, indica un ataque agresivo, pero irregular, del dcido sobre la biomasa de M. Pyrifera.
Mientras que a escala micrométrica predominan laminas grandes e irregulares con bordes
definidos, el analisis por MEB evidencia una superficie erosionada y un marcado proceso de
deslaminacion. Este fendémeno sugiere que la hidrolisis dcida penetra en las capas de la pared
celular, rompiendo las interacciones intermoleculares y provocando el desprendimiento de

laminas de distintos tamaflos.

En contraste, la morfologia de la NC-E presenta una organizacion estructural distinta
tanto a escala micrométrica como a escala nanométrica. Las imagenes de LMS revelan una
red de agregados con una apariencia mas ramificada y menos compacta que los observados
en la muestra de NC-HA, sugiriendo una mayor interaccion entre las unidades estructurales.

Al analizar estas muestras mediante MEB, se sugiere que el tratamiento enzimatico
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promueve un proceso de desfibrilacion progresiva de la NC. A diferencia de la deslaminacion
irregular provocada por el acido, la endoglucanasa permite separar las fibras a lo largo de su
eje longitudinal. Esta transicion de escalas implica la suposicion de que la hidrélisis
enzimatica es un método mas conservador y eficiente para obtener arquitecturas fibrilares

individuales y homogeneidad superficial.

4.4 Visualizacion y determinacion de las dimensiones nanométricas mediante MET
Para complementar la caracterizacion estructural, en la Figura 4.13 se presenta una
imagen de MET utilizada para determinar con mayor precision las dimensiones
nanométricas de las fibras, asi como para obtener una mayor resolucion de las laminas que
las conforman. Al comparar los resultados de esta seccion con los del MEB, se observa una
diferencia significativa en la resolucion, lo que permite una visualizacion clara de la
composicion de las [aminas de NC obtenida mediante hidrolisis 4cida. La imagen revela una
morfologia bien definida, pero con diferentes tamafios de ldminas, lo cual es caracteristico

de una NC amorfa.

Mediante el analisis y la medicion de por lo menos 30 fibras (90 mediciones para la
elaboracion del histograma), se realizé una distribucion estadistica con las dimensiones
obtenidas. Se encontrd que el diametro promedio de estas fibras es de 3.57+0.07 nm, no
obstante, se puede apreciar en el acercamiento de la Figura 4.13A que una fibra individual
presenta secciones lineales dentro de ella, estas corresponden a su estructura molecular
conformada por su larga cadena de moléculas de D-glucosa unidas entre si, determinando

un espacio de 0.3 nm entre si.
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Figura 4.13. Micrografias MET de la estructura fibrilar de la NC (A) y distribucion
del diametro de las fibras (B).

4.5 Cuantificacion de la cristalinidad mediante RMN

Esta técnica de espectroscopia se realizd para determinar la cristalinidad de la NC.
En el segundo espectro obtenido de la Figura 4.14 se confirma la estructura de la celulosa
mediante la asignacién de corrimientos quimicos (8) a los carbonos del anillo de glucosa
(pirano). Se pueden observar especificamente, que la sefial en 6 = 104.85 ppm se asigna al
carbono anomérico (Ci); las sefiales en & =~ 74.6 ppm corresponden a los carbonos
secundarios del anillo (C235); 6 = 83.85 ppm se atribuye al carbono (Cs); y 6 = 62.86 ppm
al carbono terminal (Cs). La coherencia de estos valores con los datos reportados para la
celulosa valida la identidad del polisacarido aislado del alga marina [43]. Ademas de la
identificacion estructural, el espectro es crucial para el andlisis de la cristalinidad de la NC
(Figura 4.14), ya que se observa una resolucion de picos en las sefiales C4 y Cg, indicando la
coexistencia de regiones morfoldgicas distintas. Los componentes mas estrechos (a mayores
0) en los picos C4 0 = 89 ppm y Cs & = 65 ppm se atribuyen a los dominios cristalinos de la
celulosa (Celulosa I), mientras que los componentes mas anchos, ubicados a 6 =~ 83.85 ppm
Csy 8 = 62.86 ppm Cg, se asignan a las regiones amorfas o las superficies expuestas [43].
Esta diferencia permite el calculo del indice de cristalinidad (ICr) y sugiere que la NC
obtenida posee un alto grado de organizacion estructural, junto con regiones amorfas

accesibles para posibles modificaciones quimicas o funcionales.
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La cristalinidad se determino utilizando la region C4 del espectro [43]. El ICr se
calcula mediante la relacion entre el area de la region cristalina (87-93 ppm) y el area total
(80-93 ppm). Las curvas de deconvolucion (Anexo 5) se obtuvieron mediante el programa

Origin (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Comparacion de los resultados de RMN de CMC liofilizada y de
muestras de NC obtenidas mediante hidrodlisis acida (NC-HA) y posterior tratamiento
enzimatico (NC-E). Asignacion de los corrimientos quimicos caracteristicos a las
regiones cristalinas y amorfas de los espectros obtenidos.



A su vez, en la misma figura se observan otros dos espectros obtenidos. El espectro
de la parte superior corresponde a una muestra liofilizada de carboximetilcelulosa (CMC)
comercial de la marca Sigma Aldrich. Se puede apreciar la similitud entre el espectro de
CMC y NC-HA, permitiendo confirmar la identidad quimica y pureza de la NC aislada a
partir de la M. Pyrifera en comparacion con la CMC.

El ligero desplazamiento entre ambos espectros da lugar a una ligera variacion de
valores que en Origin permiten calcular el ICr con los datos de la sefial carbono C4 y la
funcion Lorentz en el programa ya mencionado (ver Anexo 5), obteniendo que para la
muestra CMC se tiene un ICr de 57.3, mientras que para la muestra de NC-HA aislada es de
65.7. Con esta informacion se puede deducir que el proceso de hidrolisis acida resulto
eficiente para obtener un nivel de pureza ligeramente superior a la CMC comercial, logrando

remover fracciones amorfas y otros polisacaridos de la pared celular del alga.

En el analisis del tercer espectro (NC-E) se identificaron cambios sutiles pero
determinantes en los desplazamientos quimicos de los carbonos C4 y Cs al compararlo con
la NC-HA. La mayor definicion de la sefal de C4 cristalino (~89 ppm) es consistente con el
valor de ICr de 66.2 obtenido mediante la deconvolucion de picos. Este resultado,
ligeramente superior al de la hidrdlisis acida, sugiere que el complejo enziméatico actud

preferentemente sobre las secciones desordenadas de la NC.

Los resultados presentados demuestran que por si sola, la hidrélisis 4acida es efectiva
para la obtencion de NC a partir del alga parda M. Pyrifera. La caracterizacion mediante
FTIR y NMR confirm¢ la identidad quimica del polimero y la eliminaciéon de componentes
no celuldsicos, lo que permitié obtener un material cuyo orden estructural es comparable al

de uno comercial.

Pese a que el proceso de hidrélisis enzimatica logra un cambio en la estructura de las
fibras de la NC, ese mismo cambio trae en consecuencia el uso de grandes cantidades de
muestra para la elaboracion de muestras, por lo que consiguiente, estas mismas que se llegan

a formar no logran poseer el peso suficiente debido a la reduccion de su densidad efectiva
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de la red, consiguiendo que un analisis por NMR resulte ser complicado o, por el contrario,
requiera de una mayor cantidad de biomasa para poder llevarse a cabo. Sin embargo, con
estos resultados se observa que, mediante la hidrolisis acida, es posible disefiar materiales
nanoestructurados, mientras que con la hidrolisis enzimatica se pueden obtener materiales

con caracteristicas funcionales especificas.

66



Capitulo 5
CONCLUSIONES

La presente investigacion abord6 el aprovechamiento de la biomasa de la macroalga
M. Pyrifera para la obtencion de un nanomaterial, enfrentando el reto de eliminar de manera
eficiente elementos indeseados como fucoidanos y alginatos. Para ello, se valid6 una
metodologia basada en pretratamientos de purificacion mediante lavados y centrifugacion
seguidos de una hidrélisis acida (H2SO4 al 1% y H2O7 al 50%) y una hidrélisis enzimatica
secuencial con endoglucanasa. Este enfoque experimental permitié confirmar la hipotesis
planteada, demostrando que la combinacion de métodos optimiza las propiedades de pureza

y cristalinidad de la NC aislada para la formacion de peliculas transparentes de este material.

Se comprobd que, a pesar de que la NC representa un porcentaje minoritario en la
composicion de la M. Pyrifera (=10%), esta macroalga es una fuente viable para la
extraccion simultdnea de sus componentes. La metodologia empleada permitié una
separacion efectiva de las fracciones, logrando un alto rendimiento en la recuperacion de
materiales y validando al alga como precursor sustentable, lo cual puede aplicarse a procesos

de biorrefineria.

La caracterizacion mediante FTIR y RMN confirmé que la hidrélisis dcida es un paso
fundamental para la eliminacion de componentes no celuldsicos, como la hemicelulosa y
polisacaridos sulfatados. La correspondencia de las sefiales obtenidas con los estdndares de
referencia evidencio la alta pureza de la NC. Los resultados sugirieron que la aplicacion de
la endoglucanasa actiia como un agente de modificacion selectivo que ataca preferentemente
las zonas amorfas. Este tratamiento incremento6 el indice de cristalinidad (ICr) de la NC
previamente aislada (de 65.7 tras la hidrolisis acida a 66.2 mediante la enzima),
transformando la morfologia laminar generada por el 4cido en una estructura de fibras
individualizadas, con didmetros controlados entre 5 y 15 nm, segun lo observado mediante

MEB y MET. Por otro lado, el uso del CLSM permitio identificar una transicion morfologica
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significativa: mientras que la hidrolisis 4acida genera estructuras laminares de diversos
tamafios, el tratamiento enzimdtico facilita la fragmentacion de estas laminas para la

liberacidn de fibras individuales

Se concluye que la morfologia final del material estd intrinsecamente ligada a la
selectividad de las variables de hidrdlisis presentadas en el trabajo. Mientras que el
tratamiento con H>SO4 al 1% actia de forma agresiva, rompiendo la NC en laminas
heterogéneas, la incorporacion de la endoglucanasa permite fragmentar los bordes de dichas
laminas. Esta ruptura dirigida de los enlaces B-1,4-glucosidicos en las regiones desordenadas
conduce a una estructura menos densa y mas dispersa en medio acuoso, evitando la

aglomeracion propia de los métodos puramente quimicos.

Finalmente, se determin6 que la morfologia de fibras cortas e individualizadas esta
relacionada con las propiedades Opticas de las peliculas obtenidas. Se sugiere que esta
organizacion estructural promueve una mayor uniformidad y una reduccion drastica de la
opacidad, ya que la alta individualizacion de las fibras minimiza la dispersion de la luz
blanca. Este trabajo no solo proporciona una comprensiéon de la relacion estructura-
propiedad, sino que facilita el disefio de biomateriales de alto rendimiento, promoviendo una

economia circular al utilizar recursos marinos regionales de manera eficiente.
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Capitulo 6
RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, la
metodologia para el aislamiento de NC logré asentarse y optimizarse durante su elaboracion,
sin embargo, se recomienda analizar aplicaciones para los componentes obtenidos, desde la
NC hasta el fucoidan. Ademas, debido a que la NC es un elemento organico, es recomendable
que durante todo el proceso de extraccion se haga uso de guantes y cubrebocas para evitar
su contaminacién (Figura 6.1), ya que de lo contrario se pueden presentar el crecimiento de

hongos que invalidan los materiales aislados.

Figura 6.1. Crecimiento de hongos en muestras de NC antes y después de dialisis
(derecha e izquierda respectivamente).

El uso de equipo y material contaminado también es un riesgo que se puede presentar
si se trabaja con otros materiales, la identificacion y clasificacion de elementos para el

aislamiento de NC también es recomendado.
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Por ultimo, durante el proceso de didlisis también existe riesgo de contaminacion por
dos razones, contenedor o agua desionizada contaminada. Los tubos de didlisis de membrana
de celulosa regenerada deben ser utilizados con guantes limpios y desinfectados, por otro
lado, el contenedor debe encontrarse limpio y seco previo a su uso. El agua desionizada
utilizada para este proceso puede utilizarse posteriormente para otras muestras de didlisis
como maximo 3 veces y no mas de 20 dias. Los restos de NC que se queden en el agua por

accidente son susceptibles a ser consumidos por hongos.
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Anexo 1

Nim. | Materia prima Método Comcentraiin e (N o | n Ly
reactivos Obtencion caracterizacion
Hidroxido de sodio 70°C
Perdxido de - 5 FTIR. RMN, UV-Vis,
. P o 60 minutos Obtencion de : ; -
Unsolo recipiente | hidrégeno (30%) : microscopia de barrido
1 Sargassum spp. AR T 203 110°C peliculas 5 : .
Hidrolisis acida Acido sulfiirico laser, microscopia
= autoclave transparentes S 2
concentrado (98%) : electronica de barrido
G 60 minutos
Agua desionizada
o % g L s g Peroxido de 45°C Alto (sin
2 Laminaria digitata Hidrolisis acida hideégeno (65%) 45 minutos especiicar) SEM, TEM, XRD, FTIR
Sargassum Tratamiento o 80°C Moderado (sin ;338 3
3 il o 4.5% NaOH A especiicat) Analisis de cristalinidad
Altas
4 Bedidon : Extraccion Soluciones acidas | temperaturas Analisis quimico
R e convencional Agua caliente por varias i} estructural
horas
Chlorella Extraccién Peréxido de Alto (sin
5 sorokiniana quimica hidrégeno (65%) - especificar) i
2 2 : Explosion de - : Altas
6 Laminaria japonica s Sin especificar temperaturas - FTIR, TGA
PO (165-170 °C)
. NaOH 45%
Tratamiento i ’
7 Sargessm alcaling Rl 80-Cpocd | Modemdd(sm, | ,oence i sy
siliquosum Hidrolisis acida hidrégeno y acido horas especificar)
OlStS acy sulfiirico
Mezcla de algas Em,a oo de Varios, entre ellos 53 Alta (sin Teécnicasdep _u.nﬁcacmn
8 i liquido scide sulficis Alta presion s (separacion de
par presurizado P membranas)
Peréxido de 5 )
9 Fibradesbaca | Hidrolisisicida | hidrogenoycido | 2 CIopetidas | Alia (sin SEM, AFM
Ifiirico veces especificar)
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Anexo 2

XXXVIII CONGRESO NACIONAL DE LA SOCIEDAD POLIMERICA DE MEXICO

Extraccion de nanocelulosa laminar de Kelp comercial
(Macrocystis Pyrifera)

Moénika Yolotzin Velasco Gomez!, Leonardo Chavez Guerrero®

! Facultad de Ingenieria Mecéanica y Eléctrica, UANL, Cd. Universitaria, 66455 San Nicolas de los Garza, N.L.

Introduccion

Io

Las algas marinas juegan un papel crucial en los ecosistemas marinos, contribuyendo
significativamente a la biodiversidad y al equilibrio ambiental'. Dentro de este contexto, la
Macrocystis Pyrifera, conocida como “Kelp gigante", se destaca por su alta productividad y
versatilidad en aplicaciones bhiotecnoldgicas, siendo una fuente prometedora para la obtencién
de nanocelulosa (NC) debido a su alto contenido de polisacéridos estructurales como alginatos
y celulosa?.

En el presente trabajo se propone una metodologia optimizada y enfocada en tratamiento
térmico e hidrélisis en el proceso de extraccion de NC de la macroalga, obteniendo peliculas
delgadas mediante la extraccion previa de elementos indeseados para este estudio (fucoidan y
alginato), neutralizacién y purificacién para garantizar sus propiedades y eficiencia.

Figura 1. Diagrama de trabajo para la obtencién de
nanocelulosa (solucién y pelicula).

Metodologia

NEUTRALIZACI

80ml de H,0, (50%) inicial con el
alga, posteriormente, adicién de
1ml de H,SO,concentrado y 19ml 4w RangodepH5.5a6.0
de H,0, (50%).% @

H,0, + H,S0, @ NaOH i
- - - i
|

§ e ]
i u ----- -5 i o
80°C =5 !
o . % “ Pelicula de
B K somn nanocelulosa con un
Tratamiento o Ch i o ) espesor de 16pm.

alcalino
Resultados
Mucrocystis Pyrifera

Para caracterizar las propiedades Kelp Comercial (California, EUA)
estructurales y morfoldgicas de la
nanocelulosa y las peliculas
delgadas elaboradas, se emplearon
cuatro técnicas complementarias.

Figura 3. Ldmina
individual de
nanocelulosa
vista desde el

microscopio
La espectroscopia infrarroja con Sptico (A)y en el
transformada de Fourier (FTIR) escaner laser

permitio  identificar los  grupos ! confocal (B).
funcionales caracteristicos de la 20 nn
celulosa, siendo estos el grupo —
carbonilo en 1740cm”, grupo
metileno en 2925cm™ y grupos
hidroxilo en 3335cm™.

La microscopia de barrido laser
(LSM) facilité la evaluacién de la
topografia superficial y el grosor de
las nanoldminas encontradas en un
rango de espesor de 80 a 140nm.

La microscopia electrénica de 2 . 5 S ; S00 nm
barrido (SEM) proporcioné imagenes . . .
detalladas de la  morfologia
superficial y la disposicion de la red
de nanocelulosa, teniendo un
didmetro de fibra de 5nm (6= 5-

Figura 4.
Micrografias SEM
de nanocelulosa
en una rejilla de
TEM a 20k (A} y
50k (B)
magnificaciones.

Figura 5.
Micrografias TEM
de la estructura

AN O3S0 30N 2500 2000 1500 1neo

10nm) en promedio. Niimero de onda (e} fibrilar de la

A su vez, mediante la microscopia Figura 2. Comparacion de los espectros nanocelulosa (A}
electrénica de transmisién (TEM) se FTIR de la pelicula de celulosa comercial, y distribucion del
logré obtener el valor promedio del nanocelulosa, control (alga tratada) y diametro de las
digmetro de las fibras individuales, fucoidan extraido para su purificacion. fibras.
3.57£0.07nm.

Conclusié El pretratamiento previo de la materia prima, asi como la combinacién del tratamiento térmico e hidrélisis

acida (1%) en la macroalga “Macrocystis Pyrifera” resulté en una extraccién éptima de nanocelulosa
laminar para posteriores aplicaciones en la creacion de materiales avanzados.

La combinacion de datos obtenidos mediante estas técnicas proporciond una comprension exhaustiva
de la relacién entre la estructura laminar de la pelicula de NCy sus propiedades, asi como su composicion
de nanofibras {entre 5-10nm de didmetro), lo que facilita el disefio de materiales basados en NC de alto
rendimiento y contribuye al avance de los biomateriales y promueve una economia circular al utilizar los
recursos de las algas marinas.
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Anexo 3

Materia inicial: 100g
@'

80mide H;0:(50%) inicial
con el alga, posteriormente,
adicion de 1ml de H:SO.
concentadoy 19ml  de

Pelicula de
nanocelulosa con un
espesor de 16pm.

.*.*-*-*.

Materia final: =15g

®
X sh

&

@Xm
J soc

2

X 30min

£\ 4000 pm

Pelicula de
nanocelulosa
con tratamiento
enzimatico



Anexo 4

Porcentajes de rendimiento

FUCOIDAN ALGINATO DE SODIO/CALCIO
Mat(.en.a :pnma Materia final %% de rendimiento Mafena Ma.tena % de rendimiento
inicial para ExtA prima final
50 19.85 39.70% 50 24.61 49.22%
50 20.1 40.20% 50 25.06 50.12%
50 19.85 39.70% 50 24.87 49.74%
NANOCELULOSA
Materia pri Masa NC
a (.en.a P rima Hdamedo (ml) Peso inicial Peso final % m/v asa % de rendimiento
inicial seca total
8 26 1.18 0.73 2.807692308 0.73 9.13%
8 34 1.26 0.77 2.264705882 0.77 9.63%
8 24 1.1 0.75 3.125 0.75 9.38%

100%

90%

80%

T0%

650%

30%

40%

30%

20%

10%

0%

Rendimiento - Porcentaje en masa (base seca)

Experimento 1

Experimento 2

EFucoidan M Alginato M Nanocelulosa

Experimento 3
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Anexo 5

NMR — Muestra NC-HA
Analisis: Lorentz

16000 M
000 ] — Fit Peak 1
14000 1 Fit Peak 2
| . —— Fit Peak 3
12000 | )
] | Fit Peak 4
10000 - Fit Peak 5
] Fit Peak 6
8000 - Fit Peak 7
1 | —— Fit Peak 8
6000 ~ | —— Cumulative Fit Peak
4000
2000 RN
] / \j‘\ (BR\E \’M_
h ) R
0 i il e Mg #_m/\\cm. by
T T T T T T T T T T T T T T 1
140 120 100 80 60 40 20 0
Medel Lorentz
Equation y = y0 + (2"AP) (w4 (exc) 2 + wh2))
r1e =
Analisis en C4
Adj. R-Square 09881
Value Standard Error -
Peaki(D) y0 -117.06551 3.28145 MueStra NC HA
Peak1(D) x 105.05627 0.00851 | |
Peak1(D) w 244328 0.02435 Valor plco 2 Valor plco 3
Peak1(D) A 32184 39998 229 38788
Peaki(D) H §385.95746 58.41956
Peak2(D) Y0 -117.06551 328145 1.56E+04 8.13E+03
Peak2(D) x 88.71871 0.01517
Peak2(D) w 216405 0.04826 X y
Peak2(D) A 1557547191 274 39699
Peak2(D) H 4581 98777 62 42586
Peak3(D) y0 -117.06651 3.28145 N
Peak3(D) xc 84.14552 0.04104 Operacmnes
Peak3(D) w 2.70006 0.13438
Peak3(D) A §126.07621 317.78717 ]C:x/x+y 6.57E-01
Peak3(D) H 1916.43677 56.0311
Peak4(D) y0 117 06551 328145 N *
Peakd(D) xc 74755 0.00874 (6’5 7E-0 1) 100
Peak4(D) w 287915 0.02641
Peak4(D) A 59190.01736 564.74861 Valor ICr 65.7
Peak4(D) H 13087 74115 6155388
Peaks(D) y0 -117.06551 328145
Peak5(D) x 72 00095 000717
Peak5(D) w 211393 0.02429
Peak5(D) A 39792.74288 49552269 .
Peak5(D) H 11983.78832 74.2321
o) il LA AN < Valores tomados de los picos 2 y 3 (orden
Peak6(D) x 65.07634 0.02044 : :
Peaké(D) w 1.74911 0.07267 de lquIGI‘da a derecha)
Peak6(D) A 9596.39179 41533429
Peaks(D) H 349277344 7761291
Peak7(D) Y0 -117.06551 3.28145
Peak7(D) x 62 34256 004401
Peak7(D) w 3.05403 0.1271
Peak7(D) A 12586.53648 515.04173
Peak7(D) H 2623 75704 56 65365
Peaks(D) y0 -117.06551 3.28145
Peaks(D) x 2999036 0.05826
Peaks(D) w 225585 0.1665
Peak8(D) A 417032174 219.95766
Peaks(D) H 1176.84841 60.78214




NMR — Muestra NC-E
Analisis: Lorentz

—B
2000000 - — Fit Peak 1
Fit Peak 2
— Fit Peak 3
Fit Peak 4
1 — Fit Peak 5
Fit Peak 6
— Fit Peak 7
1000000 4 —— Fit Peak 8
——— Cumulative Fit Peak
0 Y N
T r T T
140 120
Model Loreniz
E quation ¥ = y0 + (AP (Wl (4%(x-xCY'2 +
- Anélisis en C4
Reduced Chi-Sgr 7.26362E8 a ISIS en
Ad. R-Square 0.98758 NC E
Value Standard Error \'{I -
Peak1(B) y0 -19973.85462 452 00164 ues‘:ra
Peak1(B) XC 105.03757 0.00819 R R
Peari(®) w 238622 002342 Valor pico 2| Valor pico 3
Peak1(B) A 4 452B84E6 31246 09495
Peak1(B) H 1.18792E6 8152.78482
Peak2(B) yo -19973.85462 452 00164 2-20E+06 1 . 1 2E+06
Peak2(B) X¢ 88.75899 0.01426
Peak2(B) w 211753 0.04524 X y
Peak2(B) A 220382E6  37007.11373
Peak2(B) H B62564. 20357 8699 69288
Peak3(B) yo -19973.85462 452 00164 N
P eak3(B) x¢ 84.15535 0.04074 Opera(;lones
Peak3(B) W 2.696 0.13275
Peak2(B) A 1.12299E6  43155.10698 — + -
Peak3(B) H 265178.36059 7732.29139 ]C X/x y 6'62E 01
Peakd(B) y0 -10973 85462 452 00164 _ S
Peak4(B) XC 74.78293 0.00815 (6‘62E 0 1) 1 00
Peakd(B) W 27732 0.02509
P eak4(B) A 7.03605E6  72830.10461 Valor ICr 66.2
Peakd(B) H 1.82182E6 8436.42694
Peaks(B) y0 -19973. 85462 452 00164
Peak5(B) Xe 7200987 0.00669
Peaksi(B) W 2.09007 0.02263
Peaks(B) A 5.66438E6  6£4528.30269
Peaks(B) H 1.72533C6 0982 41974 :
Potam) 0 B L Valores tomados de los picos 2 y 3 (orden
Peakf(B) Xe 6517346 0.01814 . .
Peaks(B) w 165785 0.08457 de lquICI'da a derecha)
Peak6i(B) A 1.33666EE  52625.86885
Peaké(B) H 513281 4844 10709 4998
Peak?(B) yo -19973.85462 452.00164
Peak?(B) XC 652.40801 0.04064
Peak7(B) W 302678 011961
Peak?(B) A 1.78225E6  ©£6836.18666
Peak?(B) H 374858.58348 7668.81298
Peak&(B) y0 -10973 85462 452 00164
Peaks(B) XC 29.98197 0.06116
Peaks(B) W 2.21573 0.17477
Peak8(B) A 533274.08314 30053 48139
Peaks(B) H 153219.62982 8459.09496
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NMR — Muestra CMC
Analisis: Lorentz

60000000 ~

50000000 -

1

40000000

30000000

1

20000000

10000000

—B
—— Fit Peak 1
Fit Peak 2
— Fit Peak 3
Fit Peak 4
Fit Peak 5
Fit Peak 6
—— Fit Peak 7
—— Cumulative Fit Peak

T
120

140 80 60 40 20
Model Lorentz
Equation ¥ :}(g + (ZAIPI (Wi (4%(x-xC "2
+ rq* "

) Analisis en C4
Reduced Chi-Sar 5.5566E12
Adj. R-Square 0.96169 Muestra CMC

Value Standard Error

Peaki(8) y0 -1.39904E6 19722581449 Valor pico 2 Valor pico 3
Peaki(B) xc 105.69539 0.04937
Peak1(B) w 23422 0.14667 T 15E+07 5.33FE+07
Peaki(B) A 147809E8  6.81419E6
Peaki(B) H 4.01995E7  1.71337E6 X v
Peak2(8) ¥0 -1.39904E6 19722581449
Peak2(B) Xt 89.20345 0.09253
Peak2(8) w 213065 0.29844 -
Peak2(B) A 7.15084E7  8.09520E6 Operaciones
Peak2(B) H 2.13661E7  1.80772E6 IC=x/x+y 5 73E-01
Peak3(8) y0 -1.39904E6 19722581449 .
Peak3(B) xc 84.42439 0.243 (5_73E-0 1)* 100
Peak3(B) w 32727 0.81493
Peak3(B) A 5.32684E7  1.05446E7 Valor ICr 57.3
Peak3(8) H 10362E7  1.46666EG
Peakd(B) 0 -1.30904E6 19722581449
Peak4(8) xc 75.49027 0.04521
Peakd(8) w 264153 0.14777
Peakd(B) A 2.46887E8  1.26259E7 .
Peaid(8) H 5.95006E7  1.67376E6 Valores tomados de los picos 2 y 3 (orden
Peaks(8) y0 -1.39904E6 19722581449 . _
Peaks(B) xc 7257102 003588 de izquierda a derecha)
Peaks(8) w 1.70964 0.12578
Peaks(8) A 1.445650E8  1.01236E7
Peak5(8) H 5.33205E7  2.13381E6
Peakd(B) ¥0 -1.39904E6 197225.81449
Peak6(B) XC 65,89987 0.00805
Peaké(B) w 1.73117E4 -
Peak(8) A 3,77524E10 -
Peaks(B) H 1.38831E14 -
Peak7(8) y0 “1.39904E6 197225.81449
Peak(B) xc 6376964 0.18745
Peak7(B) w 2.85491 0.57393
Peak7(B) A 5.37084E7 7.55783E6
Peak?(B) H 1.19765E7  1.56302E6

82



