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RESUMEN

En el presente trabajo se produjeron y estudiaron superficies lignocelulésicas
modelo, con potencial para realizar estudios sistematicos de las interacciones enzima-
superficie, necesarios para comprender los factores que afectan la actividad enzimatica.
Para ello, primero se obtuvieron soluciones de celulosa microcristalina (por sonicacioén) y
lignina kraft (por agitacién) en tetrahidrofurano (THF), a temperatura ambiente.
Posteriormente, las soluciones se caracterizaron mediante espectroscopias de ultravioleta
visible (UV-vis) y de Infrarrojo por Transformada de Fourier (IR-TF), donde se observd
distinta conformacién de los biopolimeros, posiblemente ocasionada por las condiciones
de solubilizacién.

Utilizando estas soluciones, se estudi6 el comportamiento fisicoquimico y
morfoldgico de peliculas de Langmuir de celulosa, lignina y mezclas de ambos polimeros,
utilizando isotermas de presiéon superficial vs area por molécula (IT-A) y Microscopia de
Angulo de Brewster (MAB). La pelicula de Langmuir de celulosa, se esparce
espontaneamente en la interfase aire-agua, con un area molecular especifica (Ag) de 490
+ 96 A? por molécula, y una compresibilidad (C) relativamente alta, de 0.033 + 1x10° m
mN™". Esta pelicula es estable a ciclos de recompresién, y mostré una morfologia de
granulos y poros. La pelicula de Langmuir de lignina no se esparce espontaneamente.
Presentd un Az = 35.46 + 0.66 A? por molécula, y una compresibilidad, C = 0.029 +
1.53x10° m mN". Esta pelicula es menos estable a ciclos de recompresion y muestra una
morfologia parecida a la observada para la celulosa, pero con agregados relativamente
grandes (~ 50 pm?) de material expulsado de la interfase. Finalmente, la pelicula de
Langmuir de mezcla celulosa:lignina (50:50 p/p) presentd un Az = 189 + 14 A? por
molécula, y un valor de C = 0.028 + 0.03 m mN". Esta pelicula es estable a ciclos de
recompresion, y muestra una morfologia que presenta agregados del orden de 200 pm?,
presumiblemente de mezcla lignocelulésica. Todas las peliculas lignocelulésicas
producidas presentan solamente una fase condensada, no presentan colapso, y muy
probablemente forman multicapas. Por otra parte, los biopolimeros mostraron un
comportamiento miscible en la interfase aire-agua, como se observé utilizando el
concepto de area en exceso (Aex).

Las peliculas de Langmuir obtenidas resultaron ser adecuadas para realizar
depdsitos en un substrato solido (silica funcionalizada con 3-aminopropiltrimetoxisilano),

mediante la técnica de depdsito de Langmuir-Schaefer (LS), a una presién superficial de




I1=10 mN m™. La morfologia y la topologia de estas superficies fue estudiada con
Microscopia de Fuerza Atémica (MFA). Esta técnica mostré que se generaron superficies
modelo de celulosa relativamente planas (rms ~ 2.25 nm), homogéneas, sin orientacion, y
que presentan una estructura de agregados de aproximadamente 30-50 nm? Las
superficies de lignina fueron menos rugosas (rms ~ 1.36 nm) y no presentaron estructura
ni orientacién. Las superficies de mezcla celulosa:lignina (70:30 p/p) presentaron una
rugosidad de aproximadamente 2.43 nm y presentan una estructura similar a la observada
para celulosa, pero con agregados de mayor tamafio (= 200 nm?).

Finalmente, se analizaron las propiedades de estabilidad de las superficies
lignocelulésicas modelo con la Microbalanza de Cuarzo con Disipacién (MBC-D). La
superficie modelo de celulosa tiene una masa de =~ 75 Ngceunsa Y Presenta un grosor de ~
2.43 nm, es estable en agua, y no presenta hinchamiento, mismo que puede ser generado
con un incremento en la fuerza idénica del medio, sin modificar su rigidez. La superficie
modelo de lignina tiene una masa de = 46 ngigina, Y Presenta un grosor de ~ 1.7 nm,
presenta un hinchamiento importante en agua, y se disuelve al aumentar la fuerza i6nica.
Por su parte, la superficie modelo con una mezcla celulosa:lignina (70:30), tiene una masa
de mezcla de ~ 84 NnQumezca, Y Presenta un grosor de ~ 5.31 nm. Esta superficie mostr6é un
comportamiento de hinchamiento similar al de la superficie de celulosa, pero es mas
sensible a los cambios de fuerza idnica, respecto a su hinchamiento y rigidez, que la de

celulosa.




ABSTRACT

In this work, lignocellulosic model surfaces were obtained and studied. These
surfaces are a potential useful tool that allows enzyme-surface interactions studies, in a
reproducible and controlled way, to get a better understanding of the controlling factors of
such interactions. In order to do this, firstly, solutions of microcrystalline cellulose
(prepared by sonication) and kraft lignin (prepared by agitation) in tetrahydrofuran (THF) at
room temperature were obtained. These solutions were characterized by means of
Fourier-Transform Infrared (FTIR) and ultraviolet-visible (UV-vis) spectroscopies. Different
biopolimers configurations were observed, possibly due to solubilization conditions.

Using these solutions, physicochemical and morphological properties of Langmuir
films of cellulose, lignin and their mixtures were studied using surface-pressure vs area per
molecule (IT-A) isotherms and Brewster Angle Microscopy (BAM). It was observed that
cellulose Langmuir film spreads spontaneously at the air-water interface, with a specific
molecular area (As) of 490 + 96 A¥molecule, and a relatively high compressibility (C) of
0.033 + 1x10-3 m mN™. This film showed stability in recompression-cycles and displays a
porous-granular morphology. Opposite to the cellulose films, lignin Langmuir films do not
spread spontaneously at the air-water interface. These films had a As = 35.46 + 0.66
A?/molecule, and a C = 0.029 + 1.53x10-3 m mN™" and are not so stable in recompression
cycles. However, they showed similar morphology to that of cellulose films. It is worth to
mention that lignin films also display relatively big aggregates (~ 50 um?) expulsed from
the condensed phase. Finally, cellulose:lignin mixture (50:50 w/w) films showed a As = 189
+ 14 A’’molecule, and a C = 0.028 + 0.03 m mN™". In addition, these films exhibited ~ 200
um? aggregates, presumably of lignocellulosic mixture. All of the produced lignocellulosic
films presented one condensed phase, did not had collapse, and probably form
multilayers. On the other hand, the excess area (Aex) concept was used to establish the
degree of miscibility between both biopolymers.

All the Langmuir lignocelullosic films showed to be suitable for deposition onto a
solid substrate (silica functionalized with 3-aminopropyltrimethoxysilane) using the
Langmuir-Schaefer (LS) deposition technique, at 10 mN m™ surface pressure. The
produced surfaces were morphologically and topologically characterized by means of
Atomic Force Microscopy (AFM). Cellulose model surfaces were homogeneous, none-
orientated, relatively flat (rms ~ 2.25 nm) and with a structure formed by aggregates of

approximately 30-50 nm? Lignin surfaces presented a smaller rugosity (rms ~ 1.36 nm),




and no structure nor orientation was observed. Cellulose:lignin (70:30 w/w) mixtures
surfaces had a rms value of 2.43 nm, and a structure similar to cellulose surfaces, but
with bigger dimensions, i.e. 200 nm? aggregates.

Finally, stability properties of the lignocellulosic model surfaces were studied by
means of a Quartz Crystal Microbalance with Dissipation (QCM-D). The cellulose model
surfaces showed a mass of ~ 75 Ngceuose; and a thickness of » 2.43 nm. These surfaces
also showed stability and a no-swelling behavior in water. However, swelling can be
achieved with a higher ionic strength, without causing rigidity changes. Lignin model
surfaces have a mass of = 46 ngugnn, and a thickness of = 1.7 nm. These surfaces
showed water swelling behavior and dissolve with a higher ionic strength. On the other
hand, cellulose:lignin (70:30 w/w) mixture model surfaces have a mass of ~ 84 NQuixture,
and a thickness of ~ 5.31 nm. These surfaces showed similar stability and swelling
behavior to that of cellulose model surfaces in water and higher ionic strength solutions,

but also showed a higher swelling and rigidity sensibility than the cellulose ones.




INTRODUCCION

La produccion de combustibles a partir de alimentos genera por su doble finalidad
problematicas econémicas y sociales,' y también una emisién masiva de gases de efecto
invernadero por el cambio de uso de suelos.” Los residuos agroindustriales y de la
industria papelera son biomasa lignocelulésica que representa una alternativa de recursos
renovables, abundante y barata.>* Sin embargo, las tecnologias basadas en este tipo de
materiales enfrentan obstaculos técnicos que han evitado su uso generalizado, pues la
biomasa esta constituida principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina en una
estructura rigida, lo que causa la necesidad de pretratamientos para generar materiales
susceptibles de catélisis que redunden en la produccién de combustibles o productos
quimicos.®> Asi mismo, los procesos biocataliticos son costosos pues las enzimas se
adsorben hasta en un 60% por la lignina residual.® Por otro lado, se ha encontrado que si
se remueve a la lignina de estos materiales se necesitan del orden de seis veces menos
enzimas para producir la misma conversion catalitica,” sin embargo, la remocion de la
lignina trae como consecuencia un incremento en los costos de los procesos de
conversion de la biomasa en azlcares fermentables. Se cree que la adsorcién de
celulasas y hemicelulasas sobre lignina es debida a interacciones hidrofébicas, y en
menor medida por interacciones idnicas,® sin embargo, a pesar de la importancia que
tienen los fenbmenos de superficie que ocasionan esta inhibicién, aun no son del todo
comprendidos.

El enfoque biotecnoldgico utilizado para resolver el reto de los biocombustibles ha
sido mediante ingenieria y reingenieria de bioprocesos,’ o mediante mejora genética de
los agentes biolégicos utilizados en éstos.'® Otra aproximaciéon complementaria, consiste
en estudiar los fendmenos superficiales que ocurren entre los materiales lignocelul6sicos
y las enzimas; en este sentido, para poder realizar estudios sistematicos, y dada la
complejidad de las substratos naturales, se requieren superficies reproducibles, con
composicion quimica y morfolégica bien caracterizadas, conocidas como superficies
modelo, que se hacen interactuar con enzimas para estudiar sistematicamente las

interacciones de estas con las superficies." Los estudios de interaccion superficiales de




materiales lignocelulésicos con enzimas para la produccién de biocombustibles han
ganado interés recientemente, pero aun no se han descrito estudios con superficies con
los polimeros celulosa y lignina mezclados, y el primer paso para estudiar
sistematicamente estas interacciones es generar superficies modelo con composiciones
distintas de celulosa y lignina, estudiando sus propiedades y caracterizandolas
fisicoquimicamente.

Esta tesis presenta un estudio de las propiedades fisicoquimicas de peliculas de
celulosa, lignina y mezclas de ambos polimeros, en la interfase aire-agua y como
superficies modelo soélidas. Para lograr lo anterior se formaron peliculas de estos
compuestos en la interfase aire-agua, analizandolas mediante isotermas de presién
superficial vs area por molécula (I1-A) y con microscopia de angulo de Brewster (MAB).
Una vez caracterizadas se produjeron superficies modelo con la técnica de Langmuir-
Schaefer (LS), mismas que fueron analizadas con microscopia de fuerza atémica (MFA) y
con una microbalanza de cuarzo con disipaciéon (MBC-D), para estudiar su morfologia y
estabilidad, respectivamente.

Respecto a la organizacion de la tesis, en los Capitulos 1 a 4 se presenta la
introduccion al tema de estudio, asi como la justificacidn, objetivos e hipétesis planteados
en el presente trabajo. En el Capitulo 5, se describe el uso y la formacion de superficies
modelo y se presenta una breve descripcion de la estructura y propiedades de la biomasa
y de dos de sus componentes principales: celulosa y lignina. También, se hace una breve
revision de algunos trabajos de investigacion realizados con estos materiales en
interfases y superficies. En el Capitulo 6, se detallan los materiales y los métodos
utilizados en este trabajo, describiendo las principales caracteristicas y principios de
operacién de las técnicas experimentales utilizadas, poniendo especial énfasis en
aquellas que son novedosas en el Posgrado en Biotecnologia de la UAM-I. Los resultados
obtenidos con cada una de las técnicas, asi como su interpretacion, se presentan en el
Capitulo 7. Los Capitulos 8 y 9, puntualizan las conclusiones globales del trabajo, asi
como las perspectivas que éste genera. Finalmente, en los Capitulos 10 y 11 se presenta
la divulgacion de los resultados obtenidos, asi como las referencias consultadas para la

escritura y sustento de la presente tesis.




JUSTIFICACION

El uso rentable y generalizado de biomasa lignocelulésica no ha sido posible
debido al desconocimiento de las interacciones superficiales entre estos materiales y las
enzimas utilizadas en los procesos biocataliticos, lo cual dificulta la seleccion y
optimizacion estructural de estas proteinas para evitar su adsorcién en la biomasa y lograr
una mayor actividad. Asi, por ejemplo, es necesario estudiar cambios conformacionales
de las proteinas en las interfases, mecanismos de adsorcion secuencial y competitiva, o la
formacion de peliculas adsorbidas.

Las superficies modelo son una herramienta de la ciencia de materiales que tienen
composicién quimica y morfologia definidas, y son utilizadas como unidades
experimentales para estudiar las interacciones enzima-superficie. Esto se debe a que
permiten una aproximaciéon sistematica al entendimiento de estos fendmenos, que no es
posible utilizando materiales en su estado natural, pues son complejos y dificiles de
estudiar de forma reproducible.

Para realizar estudios sistematicos de interaccion enzima-superficie, primero es
necesario definir una metodologia de produccién de estas superficies, y posteriormente
caracterizarlas fisicoquimicamente, para evaluar su posible uso en estudios futuros de

interaccion enzimatica.




OBJETIVOS

3.1. GENERAL
Generar y caracterizar fisicoquimicamente superficies modelo con diferentes
grados de composicién de lignina y celulosa, tanto en la interfase aire-agua como en

superficies solidas.

3.2. PARTICULARES
a) Definir una metodologia, en condiciones suaves, para generar soluciones de
celulosa y lignina sin modificaciones quimicas, que sirvan para producir peliculas
en la interfase aire-agua.
b) Estudiar el comportamiento fisicoquimico y la morfologia de las peliculas de
celulosa, lignina y mezclas lignocelulédsicas en la interfase aire-agua.
c) Definir la metodologia para producir superficies de celulosa, lignina y mezclas
lignoceluldsicas en substratos sélidos.

d) Analizar la morfologia y propiedades fisicoquimicas de las superficies modelo.




HIPOTESIS

Es posible producir, en condiciones suaves, y con biopolimeros sin modificaciones
quimicas, superficies modelo de celulosa, lignina y mezclas lignocelulésicas con distintas
propiedades, de manera controlada y reproducible.

Estas superficies tendran propiedades fisicoquimicas bien definidas y adecuadas
para realizar estudios sistematicos futuros de las interacciones enzima-superficie,

utilizando, por ejemplo, la microbalanza de cuarzo con disipacion (MBC-D).




ANTECEDENTES

5.1. SUPERFICIES MODELO

Las superficies modelo son una herramienta de la ciencia de materiales que
consisten de una pequena cantidad de compuesto o compuestos quimicamente definidos,
que son depositados de forma controlada desde fase gaseosa o liquida sobre una
superficie plana e inerte, también llamada substrato solido. El depésito controlado y sobre
disefio del material permite que ademas de la naturaleza quimica del sistema, se
encuentren bien definidas su morfologia y sus propiedades fisicoquimicas, lo que las
vuelve utiles como unidades experimentales para estudios sistematicos de interaccion
superficial, o para buscar nuevas aplicaciones nanotecnoldgicas, que no son posibles
utilizando materiales heterogéneos, o de mezclas no definidas. Tipicamente estas
superficies tienen un grosor del orden de nanémetros (1 nm = 1x10™° m), por lo que se les
conoce también como peliculas delgadas. La Figura 1 muestra un ordenamiento tipico de

estas superficies.

PELi CULA DELGADA Figura 1. Ordenamiento tipico de una pelicula

delgada. Una pelicula delgada de moléculas es

~~.FUNCIONALIZACION depositada sobre un substrato sélido, que puede
DEL SUBSTRATO ser funcionalizado para aumentar la interaccién

[ (T T OO £ N SUBSTRATO SOLIDO  entre las superficies.

La eleccién de la técnica de depésito se define en funcién de las propiedades de la
molécula a depositar (composicion, solubilidad, densidad, viscosidad, estabilidad, peso
molecular), propiedades del solvente (volatilidad, miscibilidad, polaridad), caracteristicas
del medio (fuerza idnica, pH, campo magnético) y propiedades deseadas en la superficie
(rugosidad, grosor). En general, el depdsito se puede realizar desde fase gas
(evaporacion y sublimacion en vacio, ablacion laser),' en solucién (autoensamblado por
inmersion), o a partir de una solucién (peliculas abiertas), depésito por giro (spin coating,
en inglés), o por depésitos tipo Langmuir.”® Para estudiar su ordenamiento quimico se

utilizan técnicas espectroscopicas: Electronica de Analisis Quimico (EAQ), Fotoemision de
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rayos-X (FEX) e Infrarrojo por Transformada de Fourier (IR-TF). Su topografia (rugosidad,
distribucion de material, grosor) se estudia con Microscopia de Fuerza Atomica (MFA),
mientras que para estudiar fuerzas de interacciéon se utiliza el Aparato de Fuerzas
Superficiales (AFS) o MFA,™ la goniometria (medicién de angulos de contacto) se utiliza
para estimar la energia libre de superficie, por otra parte, la Microbalanza de Cuarzo con
Disipacion (MBC-D) permite el estudio sistematico de grosor, adherencia, viscosidad y
estabilidad de superficies modelo, asi como las interacciones entre éstas superficies y

otras moléculas.''®

5.2. BIOMASA

Los residuos agroindustriales contienen principalmente celulosa, hemicelulosa y
lignina, mientras que las pulpas papeleras solo celulosa y lignina, los cuales son
biopolimeros constituidos por monémeros fermentables y modificables quimicamente,’®
por lo tanto, es factible que a partir de estos materiales se puedan obtener
biocombustibles y productos quimicos en biorefinerias."” La Tabla 1 muestra la

composicion tipica de algunos recursos lignocelulésicos.

Fuente Celulosa Hemicelulosa Lignina
Olote de maiz 45 35 15
Pastos 25-50 35-50 10-30 Tabla 1. Composicion de diversos recursos
Papel 85-99 0 0-15 . L. .
Cascara de trigo 30 50 15 lignoceluldsicos (porcentaje). Adaptada de
Residuos papeleros 60-70 10-20 5-10 ref. 18.

En la biomasa vegetal, el homopolimero celulosa se encuentra en formas
cristalinas y amorfas, formando microfibras y fibras que dan las propiedades mecanicas a
los tejidos. Por otra parte, la lignina y la hemicelulosa son heteropolimeros que forman
estructuras amorfas ramificadas e irregulares. Estos tres polimeros estan intimamente
ligados en la matriz de los tejidos vegetales. La Figura 2 muestra un esquema de la

disposicidén de estos polimeros en la biomasa vegetal.

HEMICELULOSA

MICROFIBRA
DE
CELULOSA

MEDIA Figura 2. Disposicion de los tres

biopolimeros (celulosa, hemicelulosa y
PARED

CELULAR lignina) en los tejidos vegetales.
PRIMARIA

MEMBRANA
PLASMATICA
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Esta estructura compacta y heterogénea genera la necesidad de someter la
biomasa a un pretratamiento que separe e hidrolice estos componentes para poder

obtener un beneficio de los monémeros que la constituyen.

5.3. PRETRATAMIENTOS A LA BIOMASA

Los pretratamientos a la biomasa lignocelulésica separan la lignina de la celulosa e
hidrolizan la hemicelulosa, generando pulpa de celulosa con lignina residual, y también un
“licor” con una cantidad mayoritaria de lignina fraccionada y extractivos, para ambas
fracciones las propiedades fisicoquimicas dependen del proceso. Estos tratamientos se
pueden categorizar en: (1) fisicos (molienda, pirdlisis), (2) quimicos (alcalino, acido,
oxidante, explosibn de amonio, con solventes organicos), (3) fisicoquimicos
(vapor/autohidrélisis, hidrotermélisis, oxidacién humeda, explosiéon de vapor, explosién de
CO,), (4) eléctrico, (5) biolégico, o una combinaciéon de los anteriores, y su eleccion
depende de la composicion de la biomasa y de los subproductos obtenidos, que son
factores asociados a los costos. El tratamiento ideal deberia cumplir varios requisitos: (1)
hidrélisis total de la hemicelulosa, (2) mejorar la formacion de azucares, o permitir la
formacion subsecuente de éstos mediante hidrélisis, (3) evitar la degradacién o pérdida de
carbohidratos, (4) evitar la formacién de productos inhibitorios a los procesos de hidrolisis
y fermentacion subsecuentes, (5) generar fracciones de celulosa y lignina bien definidas vy,
(6) ser econémico.’ El proceso quimico-alcalino “kraft” (licor de coccién con 0.2 M de
sulfuro de sodio y 1 M de hidréxido de sodio a 150-180° C, por mas de una hora), es el
proceso dominante a nivel mundial, pues ofrece un buen compromiso entre una alta
cantidad de azucares fermentables remanentes, hidrolisis practicamente total de
hemicelulosa, celulosa casi deslignificada y lignina libre de azlcares, por otra parte,
también aumenta el area superficial de celulosa, por ello, aunque produce sulfuros, este
proceso es el que presenta el mayor potencial como pretratamiento para el uso de
biomasa vegetal en la produccion de combustibles y productos quimicos.™

Independientemente del tipo de pretratamiento, la hemicelulosa es hidrolizada
practicamente en su totalidad,’® por lo que solamente la celulosa y la lignina tienen
relevancia durante los procesos fermentativos para producir energéticos y quimicos. A
continuaciéon se presentan brevemente las caracteristicas principales de estos dos

biopolimeros.
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5.4. CELULOSA

La celulosa es el polimero natural mas abundante del planeta y es el componente
principal de las maderas y muchas fibras vegetales como algodén, lino, cana, yute y
agave, entre otros,”® y es renovable fotosintéticamente con una biosintesis de

aproximadamente 1,000 toneladas a nivel mundial.?'

Su estructura molecular fue
determinada en la década de 1920,% y se encontrdé que se trata de un homopolimero
lineal conformado de unidades (1-a-4)-B-glucopiranosa, que polimerizada presenta tres
grupos hidroxilo susceptibles de ser funcionalizados, y treinta unidades de este monémero
son suficientes para representar la estructura y propiedades del polimero.?® Su unidad
repetitiva es el dimero celobiosa,® y el grado de polimerizaciéon es determinado por el
numero de anhidroglucosas sencillas con conformacion de silla. Se considera que la
cadena polimérica tiene direccidn, porque algunos grupos no reductores terminan con una
estructura de anillo cerrado, mientras que los grupos reductores con estructura alifatica y
con un grupo carbonilo estan en equilibrio con hemiacetales. La Figura 3 muestra la
estructura lineal de la celulosa. A un primer nivel, consiste de una cadena lineal de
glucosa, con uniones de hidrégeno entre estas cadenas, formando una estructura tipo

fibrilar.

GRUPOS FUNCIONALIZABLES s GRUPO REDUCTOR

TERMINAL\
O

— e \// ~— ,--~.

/

- P
— N7 la celulosa. Adaptada de

oH ANHiDROGLUCOSA

Figura 3. Estructura lineal de

-
e

UNION (1-a—4)-8 * CELOBIOSA ref.23.

Su peso molecular en estado natural es de 570,000 g mol™, ?° y, en general, varia
en funcién del pretratamiento deslignificante, para dar lugar a polimeros de peso
molecular menor, entre 50,000 y 100,000 g mol”. ?® Por otra parte, se conocen cuatro
tipos distintos, o polimorfos supramoleculares de la celulosa. La tipo | es la forma
encontrada en la naturaleza y la que tiene mejores propiedades mecanicas, se encuentra
en forma de microfibras y nanofibras intermezcladas en la pared celular, con dominios
nanocristalinos y regiones amorfas, y existe en las formas la y Ib.?” La celulosa tipo Il es la
forma cristalina obtenida luego de una recristalizacién o de aplicar el tratamiento kraft a la

tipo I, y es la forma cristalina mas estable termodindmicamente. A nivel supramolecular
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existen enlaces de puentes de hidrégeno caracteristicos a cada tipo.?® Asi, la unién
intramolecular principal en ambos polimorfos es la O3-H—O5. Sin embargo, la celulosa |
tiene una unioén intra-cadena O6-H—QO3, mientras que la celulosa Il la tiene en la posicion

06-H—O02.La Figura 4 muestra la estructura de los polimorfos | y II.

l‘* H
i 9
Celulosa ll H H
2 2]
0. (28 %6.
[} 3 o N\ :
H 6 H 6
\°v[\/\ \O\M
3 T 3“’
(o} H H

Figura 4. Polimorfos supramoleculares de celulosa. Adaptada de refs.29 y 30.

Las celulosas Ill; y lll; se obtienen mediante tratamiento en amonia liquida de la
celulosa | y Il respectivamente, finalmente, la celulosa IV es el resultado de calentar la

celulosa Ill.

5.5. LIGNINA

Luego de la celulosa, la lignina representa la macromolécula mas abundante en
los tejidos vegetales. Este biopolimero mantiene unidas a la celulosa y a la hemicelulosa,
dando rigidez, flexibilidad y proteccion a la planta contra insectos y microorganismos.*'
Por otra parte, también ayuda al transporte de agua en los tejidos.* Su abundancia es de
27-33% en maderas blandas, 18-25% en duras y de 17-24% en pastos. Por otra parte,
existen dos tipos de lignina, la nativa presente en las plantas, y distintos tipos de ligninas
técnicas, aisladas luego de los pretratamientos, que son identificadas por la especie y
técnica de aislamiento, por ejemplo la lignina sauce-kraft. La lignina se utiliza
principalmente para la producciéon de vainillina sintética y dimetil sulféxido (DMSO), en
menor medida como agente dispersante, emulsificante y secuestrador (por ejemplo de
poliaminocarboxilatos), y también como combustible para los procesos delignificantes, sin
embargo, su uso es bajo en comparacién con otros biopolimeros.*® Su composicién y su
peso molecular varia en funcion de la especie y del tipo de pretratamiento delignificante,

ya que fractura enlaces covalentes,*** lo cual modifica de forma muy importante algunas
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propiedades fisicoquimicas de la lignina, como el peso molecular. La tabla 2 resume la

diversidad de propiedades fisicas para tres tipos de ligninas técnicas.

Tipo Kraft Lignosulfonato Organosolv

Propiedad

Peso molecular 2,000 - 3,000 20,000 - 50,000 < 1,000

Peso molecular promedio 180 215-254 188

Polidispersidad 2-4 6-8 24-6.4

Sulfonatos (meqg/g) 0 1.25-25 0

Sulfuro organico (%) 1-15 4-8 0

Solubilidad Soluble en élcalis (pH > 10.5)  Soluble en agua (cualquier Insoluble en agua, soluble en
pH), insoluble en organicos. alcali y en muchos organicos.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de algunas ligninas técnicas. Adaptada de ref. 33.

Ademas, el contenido de otros grupos funcionales también varia dependiendo del
proceso de aislamiento, por ejemplo, la lignina aislada mediante métodos oxidativos
(técnica organosolv con oxigeno) tiene mas grupos carboxilo en su esqueleto que la
extraida mediante métodos no-oxidativos con acidos o alcoholes.

Con respecto a su estructura, aunque ésta es aleatoria y varia en funcion de la
especie y pretratamiento, en general se trata de una red cruzada y ramificada de unidades
fenilpropano, biosintetizadas por polimerizacidbn deshidrogenante de las unidades
cinamicas, guaiacil y siringil.*® La Figura 5 muestra los monémeros constituyentes de la

lignina.

UNIDADES CINAMICAS UNIDADES GUAIACIL UNIDAD SIRINGIL

OH OH OH OH OH
OH L__ocHs OCH; Haco._L__ocH;

I t N 'J\\ ' A 2
jé ”\/\Ij L’/ H\J/J l Z

[///« = =
CH ’ /[; J/

5

HO) e HO S0

r

HO™ 0 HO HO N0 HO
| n
ALCOHOL ACIDO ACDO ALCOHOL ACIDO ALCOHOL
CUMARILICO CUMARICO HIDROXICINAMICO CONIFERILICO FERULICO SINAPILICO

Figura 5. Monomeros fenilpropano de la lignina; La polimerizacién se da

como se indica en el alcohol cumarilico. Adaptada de ref. 35.

Supramolecularmente los monémeros fenilpropano estan unidos de forma
entrecruzada mediante uniones C-C y C-O-C (ver Figura 6), formando muchas estructuras
tridimensionales. En su forma natural la lignina estd muy entremezclada, con al menos 11
tipos distintos de uniones formadas entre los monémeros que se dan con la variedad de
planta de origen. En la lignina natural el tipo de unién predominante es B-O-4, presente

hasta en un 58%, mientras que en las ligninas técnicas es menor, y varia segun el
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pretratamiento.®® La lignina natural tiene menos grupos hidroxilo que la celulosa, es
considerada hidrofébica y en su estado natural es insoluble en todos los solventes
comunes. Sin embargo, el proceso delignificante rompe los enlaces covalentes,
solubilizando fracciones de bajo peso molecular,”” que tienden a asociarse mediante
uniones no covalentes hacia complejos de mayor peso molecular por la formacion de
muchos puentes de hidrogeno. Este proceso parece ser reversible y dependiente del

38,39

solvente y del tipo de lignina.®® La Figura 6 muestra un esquema de una posible

estructura de la lignina.

(J)H clx:H1
~ 0
oL~ “‘ ] ] \H/ ] ~OH  LiGNINA
H,CO g | 55 ) y { OH
e 0. 7= O7 Y HO NTEINYON O_
HO o Y ‘l'fl OCH,4 0-7 N—
\ \e—/ 0 / = OH
—OH TN OH OBH o H,CO
— N g
H,co— ) L2 N . ,
2 \ 7 HO H I Y (I)CH; Figura 6. Posible estructura de
O OH ke [ N ~0 la  lignina. Las  unidades
r— OCH,4 W ,
HO—  H— > N N \“ a.tI..OCHz fenilpropano  se  encuentran
( b 0./ . .
- —OH \é) “OH asociadas aleatoriamente.
H,CO 0~ ’ ~LIGNINA Adaptada de ref. 35.
i
0

Las estructuras que forman las ligninas en solucidon son particulas esféricas,
impermeables al solvente y densamente empacadas, debido a la tendencia que presentan
los grupos aromaticos a “apilarse”.*"’ Por otra parte, la estabilidad de soluciones diluidas

depende de la alcalinidad, la fuerza i6nica y la temperatura.®**?

5.6. INVESTIGACION CON MATERIALES LIGNOCELULOSICOS EN INTERFASES Y
SUPERFICIES

Se han realizado trabajos de investigacion con superficies de celulosa o lignina
con diversos fines, como son estudiar interacciones con polimeros y tintas en el contexto
de la industria del papel, o también para entender su comportamiento en las plantas, y
para buscar nuevas aplicaciones. Recientemente, el potencial de la biomasa para producir
combustibles y quimicos ha generado una serie de estudios de las interacciones de
superficies con enzimas. En todos los casos, el uso de superficies modelo esta justificado
pues los fendbmenos de interés son interfaciales, y no son posibles estudios sistematicos
de las interacciones presentes utilizando fibras y licores obtenidos de los pretratamientos

delignificantes, debido a que su estructura y su comportamiento fisicoquimicos son
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complejos. Utilizando superficies modelo es posible distinguir cuales aspectos de la
estructura fisica y quimica de la superficie (cristalinidad, rugosidad, reactividad, etc) tienen

un efecto sobre las interacciones observadas experimentalmente.

5.7. ESTUDIOS CON CELULOSA EN INTERFASES Y SUPERFICIES

Para realizar estudios en interfases y superficies con celulosa primero es
necesario disolver éste biopolimero, el cual es insoluble en la mayoria de los disolventes
organicos e inorganicos comunes. Esta insolubilidad es debida al empaquetamiento
cerrado con puentes de hidrégeno intra e intermoleculares que presenta la celulosa a
nivel supramolecular.?® Los solventes de celulosa se categorizan en no-funcionalizantes y
en funcionalizantes, los primeros son sistemas que disuelven el polimero solamente
mediante interacciones moleculares, pues causan una disolucién fisica del polimero sin
funcionalizar ningun grupo hidroxilo de la celulosa. Se dividen en sistemas acuosos y no
acuosos, y en general requieren temperaturas elevadas (>100° C). Los solventes
funcionalizantes son sistemas que destruyen la red de puentes de hidrdgeno mediante la
substitucion de los grupos hidroxilo por otros radicales, generando derivados
funcionalizados de celulosa que son solubles en solventes comunes. Los dos derivados
de celulosa mas utilizados son la carboximetilcelulosa (CMC, soluble en agua), y la
trimetilsililcelulosa (TMSC, soluble en solventes organicos).* Por otra parte, los liquidos
idnicos, son una alternativa reciente, que también disuelven la celulosa sin la presencia de
interacciones covalentes.*

Respecto a estudios interfaciales, en 1929 se publicd el primer trabajo sobre
peliculas de celulosa y derivados de celulosa en la interfase aire-agua.*® Posteriormente,

se utilizaron principalmente derivados de celulosa con diversos fines, como realizar

46,47 48,49

estudios del comportamiento interfacial del biopolimero, estimar sus dimensiones,

o para estudiar su interaccién con otras moléculas.*®®’

Por otra parte, el primer trabajo descrito del uso de superficies modelo de celulosa
en vez de materiales naturales data de 1969,°2 en el cual se crearon superficies de
celulosa regenerada a partir de derivados, y se estudiaron sus propiedades superficiales e
hinchamiento. Sin embargo, no fue sino hasta la década de 1990 que Neuman® retoma
la investigacion con superficies de celulosa (sin modificar) en trabajos orientados al
estudio de fuerzas superficiales. La investigacion con superficies modelo de celulosa
continu6é desde entonces, y se han presentado diversas soluciones y métodos para su

produccién, como por ejemplo, utilizando acido trifluoroacético (TFA),54 el sistema n-
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metilmorfolina n-6xido y dimetil sulféxido (NMMO-DMSO),** y dimetilacetamida con cloruro
de litio (DMA-LICI).*® Sin embargo estas metodologias implican condiciones asperas. En el
caso de derivados de celulosa, principalmente se han utilizado carboximetilcelulosa
(CMC)*" o trimetilsililcelulosa (TMSC) para generar superficies de celulosa, regenerandola
a con vapores de acido clorhidrico (HCI).*

Las técnicas principales para producir superficies solidas de celulosa o derivados,
son los métodos de depdsito Langmuir-Blodgett (LB) y Langmuir-Schaefer (LS), también
deposito por giro (spin coating) y peliculas abiertas.®” La tabla 3 muestra las ventajas y

desventajas de las técnicas principales utilizadas para obtener superficies modelo de

celulosa.

Superficie Ventajas Desventajas

Peliculas abiertas Simple Grosor no definido
Equipo simple Superficie gruesa y rugosa

Langmuir-Blodgett / Langmuir- Bien definidas Tardadas

Schaeffer Producidas a una presion Se desprenden en soluciones con surfactantes
superficial definida
PERMITEN ESTUDIOS EN
LA INTERFASE AIRE-AGUA

Depésito por giro “spin coating” Relativamente simple Ajuste del grosor complicado para superficies
Grosor controlable delgadas
Equipo simple Es complicado identificar polimeros unidos a la

celulosa

Tabla 3. Métodos de preparacion de superficies de celulosa y sus caracteristicas. Adaptada de ref.67.

Finalmente, las superficies modelo de celulosa se han utilizado como unidades

59,60,54

experimentales para medir fuerzas entre superficies, para evaluar su fuerza de

61,62

interaccion en presencia de diversas moléculas y en estudios de la interaccién de

estas superficies con enzimas.%*%4%°

Como se observa, para generar superficies de celulosa o sus derivados, se
requieren solventes y condiciones asperas, o bien la funcionalizacion de la celulosa para
lograr solubilizarla, lo cual genera peliculas que solamente son representativas de su
estructura amorfa, por lo que no son modelos de las estructuras cristalinas de la
celulosa.®® Para mayor informacién se recomienda leer la revision de Kontturi et al.®” el

capitulo inicial del libro “Model Cellulosic Surfaces”,®® asi como el articulo de investigacion

/69

descrito por Aulin et al,”” donde compararon y estudiaron fisicoquimicamente, muchas de

las metodologias conocidas para la produccién de superficies modelo de celulosa.

18

——
| —



5.8. ESTUDIOS CON LIGNINA EN INTERFASES Y SUPERFICIES

El primer trabajo descrito sobre lignina en la interfase aire-agua data de 1970,”
posteriormente se han descrito estudios en la interfase para evaluar el efecto que tiene el
método de extraccion de ligninas sobre sus propiedades.”"’? Por otra parte, también se ha
estudiado el comportamiento de compuestos fenilpropano modelo en esta interfase, como
una primera aproximacion a la compleja estructura de la lignina.”"™

Utilizando superficies modelo de lignina se han descrito estudios orientados al
método de produccion y caracterizacion,” para evaluar la morfologia de las superficies

76,77

en funcibn de métodos de extraccion distintos, 0 incluso para buscar nuevas

aplicaciones nanotecnolégicas, como sensores.’®’® También se han utilizado para realizar

8081y de autoensamblaje molecular.®?

estudios acerca de interacciones con polielectrolitos,
Para estos estudios, la lignina se ha disuelto de forma satisfactoria en acetona, N,N
dimetilformamida, DMSO, dioxano e hidréxido de amonio (NH,OH), etanol, THF y

cloroformo (CHCI5).

5.9. ESTUDIOS CON MEZCLAS LIGNOCELULQOSICAS
En otras areas de investigaciobn se han descrito estudios de estos dos

83,84,85

biopolimeros mezclados, por ejemplo de estudios de mezclas en estado sélido, o]

estudios tedricos de simulacion molecular de las interacciones entre ambos polimeros.®#

Estudios de tipo interfacial utilizando celulosa y lignina mezclados estan
plenamente justificados, pues después de los pretratamientos delignificantes, la
precipitacién de la lignina sobre las fibras de celulosa ocasiona que sus propiedades
interfaciales dominen sobre la celulosa, debido a que se presenta una concentracion de
lignina mas alta que en el bulto de la fibra.®® Sin embargo no se han descrito estudios en
interfases con estos compuestos mezclados, como es el caso del presente trabajo.
Cuando se han utilizado ambos biopolimeros, se han utilizado de forma separada. Por
ejemplo, en la interfase aire-agua esta el trabajo descrito por Casilla,%® o en superficies
sélidas, estan los trabajos de Notley,® quien presentd un estudio de las interacciones de
superficies estos biopolimeros con electrélitos, o Saarinen,® quien presenté estudios de
adsorcion de celulasas y lacasas sobre superficies de lignina y de un derivado de

celulosa.
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EXPERIMENTAL

6.1. MATERIALES

Se utilizaron compuestos comerciales; celulosa cristalina de alta pureza con un tamafio de
particula de 2 um (Mn sypuesto = 75,000 g/mol,** Sigma-Aldrich, No. Cat. C4146-100G),
lignina alcalina kraft con bajo contenido de sulfonatos, (Mn = 10,000 g/mol, Sigma-Aldrich,
No. Cat. 471003-100G), y D(+)-glucosa (99.5, GC, Sigma-Aldrich, No. Cat. 67528). Los
solventes utilizados fueron cloroformo anhidro, (>99% de pureza), tetrahidrofurano (THF,
> 99.9%), dimetilsulféxido (DMSO, > 99.9%) y n-metilmorfolina-n-6xido (NMMO), todos del
proveedor Sigma-Aldrich. Las Figuras 7 y 8 muestran las estructuras moleculares de los
solventes utilizados, asi como la del agente acoplante de tipo silano 3-

aminopropiltrimetoxisilano (APTS), utilizado para la funcionalizacién del substrato soélido.

o) O (|:|
L! S / H—C—CI
H3C/ \CH3 | Figura 7. Estructuras quimicas de los solventes
Cl utilizados en este estudio; ordenados de mayor
Dimetilsulféxido Tetrahidrofurano Cloroformo a menor polaridad de izquierda a derecha.
Giehs NH
HaCO-Si— " 2
(') c H3 Figura 8. Estructura quimica del agente acoplante utilizado, 3-

aminopropiltrimetoxisilano (APTS).

Los substratos utilizados fueron superficies de silica (SiO,, dopado-p, capa de SiO,
con grosor de ~ 300 A), obtenidas mediante el método de oxidacion térmica, donadas por
el Dr. Tommy Nylander, del Centro de Quimica e Ingenieria Quimica, del Departamento
de Fisicoquimica 1 de la Universidad de Lund, Suecia. También se usaron discos de
cuarzo (corte-AT) con cubierta de SiO,, (Q-sense, Suecia), de 0.3 mm de grosor, y un

area activa (de SiO,) de 19.63 mm? ; frecuencia fundamental de resonancia f,=5 MHz, y
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constante de sensibilidad C=0.177 mg m? Hz" (para detalles consultar seccién 6.2.5.2

Microbalanza de Cuarzo con Disipacién).

\ Figura 9. Substratos sélidos inertes utilizados. (a) Silica,

v (b) Disco de la microbalanza de cuarzo recubierto con

SiO;, (anverso y reverso).

6.2. METODOS

6.2.1. SOLUBILIZACION DE BIOPOLIMEROS

Se examind la solubilidad de los biopolimeros en tres tipos distintos de solventes,
que presentan valores distintos de la constante dieléctrica y de poder acomplejante.®
Debido a que la celulosa es insoluble en la mayoria de los solventes organicos comunes,
se exploraron las alternativas para lograr su solubilizacion sin funcionalizar la molécula y
sin utilizar condiciones asperas. En este sentido, las técnicas soénicas posibilitan la
solubilizaciéon de polimeros, concretamente se ha descrito la homogeneizacion de
suspensiones de celulosa microfibrilar,®® nanofibrilar® y nanocristalina.®® Teniendo en
cuenta lo anterior, se exploro el uso de un sonicador para solubilizar este polimero.

Para ambos biopolimeros se eligieron concentraciones iniciales para causar
solubilizacion en condiciones de saturacion. Para obtener celulosa en solucion se
utilizaron 100 mg de celulosa a 5 mL del solvente utilizado, mientras que para la lignina se
utilizaron 20 mg en 20 mL de solvente. Para ambos biopolimeros se utilizaron dos
estrategias de solubilizacién: (i) sonicacién durante 40 minutos (sonicador Branson 1510,
47 kHz), y (i) agitacion a 1200 rpm durante 72hr a temperatura ambiente. Para el caso de
la sonicacion el cambio de temperatura fue de 25 a 32 °C aproximadamente. Una vez
transcurrido el tiempo de sonicacién o agitaciéon se separaron los sélidos remanentes en
los viales mediante filtracion utilizando un filtro de 0.45 um de diametro de fluoruro de
polivinilideno (PVDF, Millipore), como se observa en la Figura 10.

Las soluciones obtenidas (con concentracion desconocida), fueron utilizadas en
pruebas preliminares en la interfase aire-agua y con espectroscopias de infrarrojo por
transformada de Fourier y ultravioleta visible (ver apartado 6.2.6. para detalles de estas
técnicas). Una vez definido el solvente en el cual se lograba mayor solubilidad y que era
capaz de formar peliculas en la interfase aire-agua, se determin6 gravimétricamente (por

diferencia de peso) la concentracién de las soluciones de celulosa y lignina.

21

——
| —



JERINGA

72 horas
KFILTRO

AGITACION

) . 40mn /

/] &K

Figura 10. Estrategias de solubilizacion
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» Uy de biopolimeros utilizadas.
SONICACION

6.2.2 PELICULAS DE LANGMUIR

Benjamin Franklin fue el primer cientifico en interesarse en las peliculas que el
aceite forma en la interfase aire-agua.®” Posteriormente, Irving Langmuir concluyd una
serie de trabajos sistematicos con peliculas de moléculas anfifilicas en esta misma
interfase, que confirmaron que estas peliculas -llamadas posteriormente peliculas de
Langmuir- tienen espesor monomolecular y una orientacidon definida en la interfase.
Ademas, esos trabajos apoyaron la hipétesis de las interacciones de corto alcance.®®

Las monocapas de Langmuir son peliculas de una molécula de grosor de un
compuesto organico insoluble que es dispersado sobre una subfase acuosa.
Tradicionalmente los compuestos utilizados para obtenerlas son anfifilicos, moléculas que
estdn compuestas por una parte hidrofilica, como los grupos hidroxilo o carboxilo, y una
parte hidrofébica, tipicamente una cadena alifatica, este equilibrio hidrofébico/hidrofilico
permite la formacién de monocapas. Sin embargo, posteriormente se han utilizado
muchos compuestos para producir este tipo de peliculas, como son compuestos semi-
anfifilicos, o macromoléculas, como polimeros y proteinas, los cuales en algunos casos
no tienen grosor monomolecular. Cuando una molécula se disuelve en un solvente volatil
y se esparce en la superficie de un liquido polar, el solvente se evapora dejando estas
moléculas en la interfase aire-agua con una orientacién particular en funcién de su
caracter hidrofébico o hidrofilico. Por otra parte, una pelicula superficial solo se producira
si la molécula particular tiene la tendencia a permanecer en la interfase, ya sea por
tratarse de una molécula anfifilica, o por ser insoluble en el agua.

Los fendbmenos que ocurren en la interfase aire-agua se estudian determinando en
distintas condiciones el valor de la energia libre superficial, llamada también tension
superficial (y), y evaluando visualmente la morfologia de la interfase, por ejemplo con
microscopia de angulo de Brewster (ver apartado 6.2.2.3. para detalles). Ambos

parametros son estudiados cuando el sistema estd en equilibrio (modo estatico) o en
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funcién del tiempo (modo dinamico); tanto la morfologia como la tensién superficial son

caracteristicas de los distintos compuestos que forman las peliculas en la interfase.

6.2.2.1 TENSIOMETRIA

En la interfase gas-liquido, a temperatura, presion y numero de moles constantes
la tensién superficial representa el cambio de la energia libre de Gibbs con respecto al
cambio de area superficial, y se mide con un dispositivo llamado tensidmetro, que utiliza
un sensor en contacto con la interfase aire-agua. Existen varios tipos de sensores y de
distintos materiales y geometrias, como el Plato de Wilhelmy, el anillo de Du Nody, o en
forma de barra. En la Figura 11 se muestra un sensor tipo plato de Wilhelmy en la

interfase aire-agua.

TENSIOMETRO

SENSOR

ANGULO DE
CONTACTO, 0.,

Figura 11. Sensor de tension

superficial (plato de Wilhelmy)

ALTURA, | en la interfase gas-liquido.

GAS

LONGITUD I — LiQuiDo

s

SUMERGIDA, h

En la Figura 11 se observan las fuerzas que actlan sobre el sensor: su peso, el
empuje que ejerce el bulto del liquido sobre la parte sumergida de éste y la tension
superficial del liquido. Si las dimensiones del sensor son /*w*t (altura*ancho*grosor), y se

encuentra sumergido una longitud h, entonces la fuerza total es:

FUERZA = (pgglwt) — (p,ghwt) + 2(w + t).(»).cos® -- (1)
(FUERZA = PESO — EMPUJE + TENSION SUPERFICIAL)

donde ps es la densidad del sensor, p, es la densidad del liquido, y es la tension
superficial del liquido, 6 es el angulo de contacto del liquido sobre el sensor y g es la
aceleracion de la gravedad. Si se coloca el sensor minimizando el angulo de contacto,
entonces 6—0, y
FUERZA=2yw+1t) -—-(1b)
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Bajo estas condiciones, la Unica fuerza que actua sobre el sensor es la debida a la

tension superficial en la interfase, y entonces la tensién superficial queda definida como:
y=FUERZA/2(w +1) --(2)

Donde el término “fuerza” corresponde a la lectura instrumental, la cual es dividida
entre un término geométrico que depende del tipo de sensor, siendo por ejemplo
y=Fuerza/2Diametro para el caso de un sensor cilindrico. Por otra parte, otro tipo de
estudios en la interfase aire-agua consisten en estudiar los cambios en la tension
superficial debidos a cambios en el area, y para realizar este tipo de experimentos de

forma controlada se requiere de un dispositivo conocido como palangana de Langmuir.

6.2.2.2. PALANGANA DE LANGMUIR

El equipo conocido como palangana de Langmuir es un recipiente de un material
inerte, tipicamente politetrafluoretileno (teflén) y en algunos otros casos de vidrio de
borosilicato, con barreras moéviles que permiten modificar el area superficial en forma
controlada, los cambios en la tension superficial ocasionados por el cambio en el area
interfacial son registrados con un tensiometro. La palangana se llena con una subfase
acuosa, tipicamente agua, pero se pueden utilizar distintas soluciones en funcién del
experimento a realizar. La calidad del agua usada como subfase es critica, pues aun
trazas de contaminantes pueden afectar dramaticamente las propiedades superficiales de
la pelicula. Por ejemplo, iones metalicos pueden unir a las moléculas, 6 impurezas
organicas pueden reducir la tension superficial del agua, con lo que se modifica la
estructura de la pelicula y por lo tanto las mediciones obtenidas. Por ello una subfase
acuosa debe tener un alto grado de pureza, con un valor de tension superficial cercano al
tedrico para el agua (72.8 mN/m, a 20 °C), para lograr esto se utiliza un sistema de ultra
purificacion basado en una combinacion de cinco diferentes tecnologias (foto oxidacion
por luz ultravioleta, 6smosis inversa, adsorcion organica, intercambio de iones y ultra
micro filtracién) que permiten producir agua con un valor de resistitivad muy cercano al
tedrico (= 18 MQ/cm).* La temperatura de la subfase acuosa se controla mediante una
tuberia interna por la que se hace pasar un fluido a temperatura definida. La Figura 12

muestra un esquema de los componentes de este equipo.
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DE TEMPERATURA
pe———

: PALANGANA s o
v \ =" et Figura 12. Componentes de una palangana de
m A . 2o e ,
\ Langmuir. Las barreras moviles modifican el area
de la interfase aire-agua, un tensiémetro registra
e e [

los cambios de tension superficial. Un software

s 2 registra las lecturas del tensiometro y modifica el

area superficial.

El disolvente que se utiliza para esparcir las moléculas en la interfase debe cumplir
varios criterios: (i) tener una solubilidad baja en el agua, (ii) ser inerte a las moléculas
disueltas y (iii) ser volatil, para que después de esparcirse sbélo quede la molécula de
interés en la interfase. Algunos disolventes que se suelen utilizar son hexano, ciclohexano
(con solubilidades < 0.1 g/1000 g H,0), tolueno (1.5 g/1000 g H,O) y cloroformo (8 g/1000
g H,0). En algunos casos se utilizan pequefias porciones de un co-solvente, por ejemplo
etanol, para aumentar la disolucion del compuesto.

Una vez que el disolvente se evapora, se genera una pelicula de Langmuir la cual
puede ser comprimida o expandida modificando su area accesible con las barreras
moviles de la palangana, generando un cambio en la tension superficial que generalmente

se expresa utilizando el término de presion superficial (IT):

II=y,—y -3)

donde v, es la tension superficial del agua, y y es la tensién superficial resultante
de un cambio de area superficial, tanto la tensién superficial como la presion superficial
tienen unidades de Fuerza/Area. Cuando se reduce el area interfacial, a temperatura
constante, la densidad superficial de las moléculas aumenta, y disminuye y IT aumenta,
generando una isoterma de presion superficial o isoterma de Langmuir (ver Figura 13).
Esta isoterma muestra la variacion de la presion superficial con respecto al area. Si se
conoce el numero de moléculas en la interfase, es posible generar una isoterma de
presion superficial vs area molecular (I1-A) y se puede relacionar la presion superficial con
el area ocupada por una molécula del compuesto esparcido en la interfase. Cuando se
conoce el peso molecular del compuesto esparcido, el numero de moléculas en la

interfase se puede estimar a través de la siguiente ecuacion:

VCN

No.de moléculas = — ---(4)
PM
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Donde V es el volumen (mL) y C la concentracion (mg mL™") de la solucién
depositada sobre la interfase, N es el nimero de Avogadro (moléculas gmo ') y PM es el
peso molecular del compuesto (g gmo™)-

Inicialmente, cuando la pelicula se esparce en la superficie de agua y no se le ha
aplicado ninguna presion lateral, las moléculas se comportan como un gas bidimensional,
al ir comprimiendo gradualmente la pelicula, su estructura se vuelve mas ordenada y el
comportamiento molecular corresponde al de un liquido bidimensional, si aun se reduce
mas el area molecular, la monocapa actua como un cuasi sélido con un comportamiento
lineal entre la presién superficial y el area molecular. Es por esto que las isotermas IT-A
son una analogia en dos dimensiones de una isoterma presién-volumen (P-V), pues en el
plano 2D también existen fases, conocidas como gaseosa (G), y condensada,
subclasificada a su vez como liquido expandido (LE), liquido condensado (LC) y sélido
(S)." El paso de una fase a otra se conoce como transicién de fase,’®' por otra parte, la
coexistencia de fases es distinguible como regiones con pendiente ~ 0. Las isotermas IT-A
permiten también conocer cuantitativamente el valor de area molécular especifica (Ag),
extrapolando hasta I1=0 la region de mayor pendiente de la isoterma. También permiten
visualizar la llamada presién de colapso (I1¢), distinguible como un maximo que indica la
salida abrupta de material del plano 2D. Por otra parte, la forma de la isoterma II-A
(secuencia de fases y transiciones) es caracteristica al compuesto que forma la pelicula.
En la Figura 13 se observa una serie de isotermas T1-A y la informacidén que contienen.

La compresibilidad de una pelicula de Langmuir es analoga a la compresibilidad de

los gases, y esta definida como:

c=-3(2), -

donde C es la compresibilidad de la pelicula interfacial (m N7); A es el area
molecular (R?), y IT la presion superficial (mN m™). El valor en la compresibilidad sigue la
secuencia G>LE>LC>S. El analisis de la compresibilidad puede dar informacion acerca de
caracteristicas termodinamicas y estructurales, como la determinacién del ordenamiento
estructural y sus cambios en las transiciones de fase. El reciproco de C, conocido como el
moédulo de compresibilidad superficial (K [F] N m™) es tipicamente utilizado para
caracterizar las peliculas de Langmuir, pues su valor se puede obtener directamente del

valor de la pendiente de la regibn condensada de la isoterma IT-A:
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Para evaluar la estabilidad de una pelicula de Langmuir, se realizan rutinas de
compresion-expansidn-compresion, pues si se observa histéresis en la recompresion, se
puede atribuir a un reacomodo de las moléculas en el ciclo de compresién-expansion.

Este reacomodo puede correlacionarse con un cambio en la entropia de la pelicula

2

adyacente a la interfase aire-agua,’® a la pérdida de material en el plano 2D por

formacién de agregados o por solubilizacién en la subfase.'® Sin embargo, también

puede deberse al movimiento del sensor ocasionado por peliculas rigidas.'

:(' Coexistencia de fases

6 gaseosa y condensada

T

o

w

[a

=

(7]

—

O

w

w

& A
\ AREA POR MOLECULA
Ae1 AE2

Figura 13. Isotermas I1-A. En la isoterma 1 se observan las fases gaseosa (G), liquido expandido y condensado (LE, LC) y
sdlido (S), asi como su area especifica (Ae1), las transiciones de fase (T1-T3) y la presion de colapso (I1Ic). La isoterma 2
corresponde a un compuesto con area especifica Ag2, y solo una transicién de fase. Las isotermas 3 y 4 corresponden a
dos posibles comportamientos de mezclas de estos dos compuestos. La primera implica fuerzas repulsivas, con
transiciones de fase independientes y conservando los valores de los médulos compresionales; la segunda implica la

cohesion de ambos componentes de la mezcla en la interfase, con distinto numero de transiciones y compresibilidad.

La estabilidad dinamica de las peliculas de Langmuir en funcion del tiempo se
estudia analizando las llamadas curvas de relajacion, siguiendo ya sea cambios en la
presion superficial a area constante, o cambios en el area interfacial a presion constante.
Con ayuda de las isotermas II-A también se puede estudiar la interaccion de dos
compuestos en el plano 2D, en este caso, si las transiciones de fase y compresibilidades
individuales se mantienen en la mezcla, no hay miscibilidad de los compuestos y se habla

entonces de una mezcla ideal. Por otra parte, si hay cambios en compresibilidad y
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transiciones de fase, se puede hablar de miscibilidad en los compuestos, pues generan

una pelicula con propiedades diferentes a los compuestos individuales.'®

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este trabajo las peliculas de Langmuir se obtuvieron con una palangana de
Langmuir modelo Minimicro (KSV Instruments, ver Figura 14) con un area de 100 cm? y
un volumen de subfase de 40 mL mas 8 mL en el pozo para depdsitos. Se utilizé un
sensor de platino tipo barra (3.25 diametro, 0.91 mg) con una resolucién de 0.01 mN/m.
Para controlar la temperatura se us6 un bafo recirculador con mezcla etilenglicol-agua 40
% vlv. Para generar isotermas II-A, las barreras y la palangana se limpian
mecanicamente con etanol y cloroformo respectivamente, utilizando un pafio (que no raye
la superficie y que tampoco libere particulas); posteriormente se deja evaporar el solvente
y finalmente se llena la palangana con agua ultrapura (Millipore, resistividad = a 18
mQ/cm). Posteriormente, el sensor de platino se calienta en el mechero al rojo vivo
durante unos segundos para evitar la contaminaciéon de la interfase, y una vez que se
enfria se coloca de modo que no quede inmerso en la subfase acuosa. La interfase se
limpia aspirando con una punta de plastico y cuando durante una compresion el valor de

IT < 0.2 mN/m se considera que la interfase se encuentra limpia.

£——TENSIOMETRO

SENSOR

PALANGANA

Figura 14. Palangana de Langmuir
Minimicro, KSV. (Con plato de Wilhelmy).

La solucién del biopolimero particular se gotea sobre la interfase aire-agua con
una microjeringa graduada, y se permite la evaporacién del solvente durante 15 minutos.
La evaporacion se puede verificar como una presidon superficial constante y que, por lo
general, es cercana a cero dado que se suele esparcir a areas correspondientes a la fase
gaseosa. Una vez que se tiene una pelicula interfacial en equilibrio, se procede a reducir

el area superficial mediante el movimiento de las barreras a una velocidad particular de
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forma constante, a la par el equipo registra los cambios en presion superficial, generando
una isoterma de presién superficial.

Las curvas de relajacién a presion superficial constante se obtienen programando
al equipo para reducir el area interfacial hasta alcanzar una presién de superficie
determinada, momento en el cual comienza a registrar el cambio en area superficial

necesario para mantener la presion superficial constante.

6.2.2.3. MICROSCOPIA DE ANGULO BREWSTER

El microscopio de angulo de Brewster (MAB) es una técnica desarrollada y
descrita independientemente por Hénon y Meunier'® en Francia, y por Honing y Mobius'"’
en Alemania; se trata de una microscopia 6ptica-polarizada, que permite el estudio in situ
de la calidad y anisotropia de una pelicula en la interfase aire-agua, con una resoluciéon
del orden de micréometros (1 pm = 1x10® m), sin la necesidad de utilizar sensores o
marcadores moleculares, que pueden modificar la fisicoquimica de las peliculas
estudiadas.

En este equipo solo se registra una imagen si existen moléculas en la interfase, y
su principio de funcionamiento es el siguiente: cuando se hace incidir un haz del luz
polarizado sobre una interfase aire-agua limpia hay reflexiones, pero si el haz de luz se
polariza en un angulo de incidencia i=53.1° (angulo de Brewster) con respecto a la normal
(Ilamada polarizacion p) todo el haz de luz es transmitido, sin producirse reflexion. Cuando
se esparce una molécula en la interfase aire-agua se forma una nueva interfase, por lo
que el angulo Brewster disminuye ligeramente, entonces, si se mantiene el angulo de
incidencia parte de la luz se refleja debido a la pelicula esparcida. La reflectividad de una
interfase en el angulo de Brewster para un haz p-polarizado se debe a el grosor de la
interfase, a su rugosidad y a la anisotropia de la pelicula formada,'® si la luz reflejada es
recogida por una camara, es posible observar directamente la morfologia de la pelicula
durante su proceso de formacion. La camara percibe distintas tonalidades en funcién del
grosor o “altura” que tiene la pelicula interfacial, en general tonalidades mas claras
implican peliculas mas gruesas. La Figura 15 muestra un esquema de este dispositivo y

su principio de funcionamiento.
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MOLECULAS EN LA
INTERFASE CAUSAN
DISTINTOS ANGULOS

INTERFASE AIRE-AGUA

Figura 15. Principio de MAB. (a) La luz
polarizada con angulo de Brewster sale del
polarizador (P) y no produce una reflexion al
incidir en la fase acuosa limpia. (b) La
presencia de moléculas en la interfase
producen un cambio con respecto al angulo
de Brewster y la reflexion correspondiente
visible a un lente dptico. Distintas cantidades
de material en la interfase producen distintos
angulos de reflexién, que la lente percibe
como tonalidades distintas. El dispositivo se
enfoca con el nivel de la subfase o con el
ajustador (A). Adaptada de manual BAM1.

El analisis visual de la pelicula aporta informacién acerca su organizacion

molecular, pues la luz reflejada en un MAB detecta cualquier cambio en el indice de

refraccion de la interfase aire-pelicula-agua y esto puede ser utilizado para observar y

estudiar en tiempo real algunos aspectos de una pelicula interfacial como son:

homogeneidad, defectos, separacién de fases, transiciones de fase, orientacion, tamafio y

morfologia de los dominios, anisotropia, adsorcion a partir de la subfase, etc. con una alta

sensibilidad en la deteccién de dominios y estructuras, ademas, la isoterma II-A y las

imagenes MAB se obtienen simultaneamente, lo que permite correlacionar la informacion.

POLARIZADOR
AJUSTADOR

BARRERAS =

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Figura 16. Palangana de Langmuir con el

microscopio BAM1.

Las observaciones por MAB presentadas en esta tesis se realizaron en una

palangana de Langmuir (TKB 2410A, Nima Technology LTD, Inglaterra), con un

——

30

'



microscopio BAM1 plus (Nanofil Technologie GMBH, Alemania, Figura 16), que tiene una
resolucion espacial de 4um, la interfase es iluminada en el angulo de Brewster (~ 53°) con
un haz de un laser de He-Ne polarizado (632.8 nm), en un area de ~ 800 pum?. Un
microscopio recibe el haz reflejado, que es analizado por un analizador de polarizacion, y
la sefial es recibida por una camara de video para generar una imagen de la pelicula

interfacial.

6.2.3. PRODUCCION DE SUPERFICIES HIDROFOBICAS

Para lograr una mayor interaccioén entre la celulosa y la silica (SiO,), es necesario
utilizar un agente funcionalizante de anclaje,’® por ello en este trabajo primero se
produjeron superficies hidrofobicas mediante la funcionalizacidon de los substratos de

silica.

6.2.3.1. LIMPIEZA Y ACTIVACION DE LA SUPERFICIE DE SILICA

La silica (SiO;) es uno de los materiales mas comunes en el planeta, se le clasifica
como un adsorbente de 6xidos, y es ampliamente utilizada en la ciencia de materiales
debido a su reactividad quimica. Por otra parte, sus propiedades superficiales son
importantes en otros muchos campos, como catalisis, quimica de suelos y cromatografia.
La silica se puede preparar por distintos métodos, y sus propiedades estan en funcién del
método de obtencidn. La adsorcion y otras propiedades de las silicas, dependen de sus
grupos hidroxilo (-OH) superficiales,'® por otra parte, la densidad superficial de estos
grupos es conocida como el numero silanol (ooy), €l cual varia en funcidon de la
temperatura y los distintos tratamientos para modificar su concentraciéon, y no depende
significativamente del tipo de silica utilizada.'® Modificando el nimero silanol es posible
cambiar substancialmente las propiedades superficiales de SiO,, pues la reactividad de
estas superficies cambia dramaticamente entre la fase deshidroxilada, llamada siloxano
(Si-O-Si), la cual es muy inerte, y la superficie de silanol hidratada (SiOH), con grupos —
OH quimicamente reactivos. Sin embargo, esta transicion de siloxano a silanol, llamada
rehidroxilacion (Si-O-Si + H,O — 2SiOH), ya sea con vapor de agua o en solucién, es un
proceso muy lento y poco favorable, que puede ocurrir en horas o dias. Para obtener una
rehidroxilacion completa en un tiempo menor, se ha descrito el uso de descargas de
plasma o de ultravioleta en cadmaras de alta presion."”® Bajo estas condiciones, los
radicales *OH y *O tienen una alta energia que les permite reaccionar con las superficies

deshidratadas de silica, ocasionando que los sitios del llamado puente siloxano se
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fracturen por la unién de radicales *OH y *H, formando los grupos SiOH, e hidroxilando
completamente la superficie de SiO,. La Figura 17 muestra una representacion de la

activacion de la superficie de silica.

H H H H

PUENTE H 3 H H

0 O /sioxano 0 0O O (o)

&
' 2% I Iy |
|\Sf Si S'» 8 Si J = —SI—SL Figura 17. Activacién de la superficie de silica.
NI AN

GRUPOS SILOXANO GRUPOS SILANOL Adaptada de ref. 110.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Para limpiar y activar las superficies de SiO, primero se limpian segin un método

descrito previamente,"’

el cual consiste en sumergir la superficie en una mezcla de
hidréxido de amonio (NH,OH), perdxido de hidrogeno (H.O,) y agua en proporcién 1:1:5 a
85° Celsius durante 5 minutos, y posteriormente en una mezcla de 4cido clorhidrico (HCI)
al 37%, peréxido de hidrégeno (H>O,) y agua en proporciéon 1:1:5 a 85° C durante 5
minutos. Luego de esta limpieza quimica se enjuaga con agua, metanol y cloroformo
consecutivamente. Posteriormente, las superficies se limpian y activan en una cadmara de
limpieza por plasma a vacio (Plasma cleaner, Harrick Scientific Corporation, Figura 18),
con una potencia de 30 W durante 15 minutos, con aire (0.1 mbar); cuando la presion es

la adecuada, la camara muestra un color azul-violeta.

Figura 18. Procedimiento de
limpieza/activacion de las

supetfficies de SiO;.

6.2.3.2. FUNCIONALIZACION DE SUPERFICIE DE SILICA
Para funcionalizar una superficie se utilizan (entre otras técnicas) los llamados
agentes acoplantes. Entre estos, los silanos son ampliamente utilizados para modificar

superficies,"'*"?

pues se pueden aplicar métodos de autoensamblaje sobre superficies
como silica, vidrio y 6xidos de metal, donde los hidroxilos superficiales pueden reaccionar

con los grupos activos de este agente acoplante, tipicamente grupos metoxi- o cloro-
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silano. Los agentes acoplantes silanos mas sencillos tienen un solo grupo reactivo, y

forman una unién sencilla Si-O-Si con la superficie,"™*

mientras que los silanos bi y tri
funcionales generan mecanismos mas complejos, ofreciendo la posibilidad de multiples
uniones con la superficie y también la polimerizacién lateral entre silanos adyacentes; por
ejemplo, los frimetoxisilanos reaccionan espontaneamente con los grupos hidroxilo de las
superficies, de modo que se forman capas autoensambladas''>''® bien alineadas.'""'"®
Este tipo de arreglos ordenados son deseados en distintas aplicaciones, pues generan
superficies planas homogéneas y definidas. Se sabe que las condiciones de reaccion,
como temperatura, contenido de agua, naturaleza del silano, y tipo de substrato tienen

influencia en la tasa de reaccion y la estructura formada,"”""

y se han realizado
numerosos esfuerzos para dilucidar y optimizar los factores que afectan la silanizacién y
formacién de monocapas. En la Figura 19 se muestra un esquema de la silanizacién de la

superficie de silica.

NH,

NH, /NH, 2
NH; ?H ?H ?H OH OH P A
| +
( — 0 (1)
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Figura 19. Mecanismos en la silanizacién de la superficie de silica. (a) Depdsito ideal, (b) Distintos posibles mecanismos de
formacion de peliculas agregadas. El numero de grupos funcionales amino (-NH;) es menor en la superficie b), sin embargo

sigue teniendo un caracter hidrofébico. Adaptada de ref. 121.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este trabajo se decididé utilizar el agente acoplante silano trifuncional 3-
aminopropil-trimetoxisilano (APTS) por la tendencia que presenta a formar capas
autoensambladas sobre superficies hidroxiladas. Esto permite modificar el caracter
hidrofilico de la silica por un comportamiento hidrofébico, adecuado para realizar
depodsitos de celulosa y lignina. Para silanizar la superficie de silica activada, se evaluaron
dos metodologias descritas en la literatura: (i) sumergiendo directamente las superficies

y
depositando el agente silano desde fase gas.'”*'® Ademas se evaludé la técnica de

activadas en el bulto de soluciones de silanos en solventes aromaticos,'*'?!

realizar depositos de tipo Langmuir-Blodgett (LB, detalles en la seccién 6.2.4. de esta

tesis) en la palangana de Langmuir.
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Para las técnicas en bulto y depositos LB se prepard una solucion al 1% de APTS
en tolueno anhidro (Sigma). Por otra parte, para realizar el depdsito en bulto se sumerge
la superficie de silica en la solucién APTS-tolueno durante 30 minutos y posteriormente se
remueve el exceso con tolueno y se seca en la estufa a 60° C durante 15 minutos. Para el
depoésito LB se gotean 50 ulL de solucion en la interfase aire-agua y se realiza una
emersion del substrato a 3 mm min™ a una presién constante de 10 mN m™ (ver apartado
6.2.4). Para el depésito desde fase gas, se colocan las superficies y un vaso de
precipitado con APTS en un desecador y se hace vacio durante 15 minutos con una
bomba de vacio (Felisa, FE-1500) a 1 Torr, dejando el sistema sellado durante toda la
noche; posteriormente las superficies ya silanizadas son enjuagadas con agua y metanol,
secadas con N,. Finalmente, las superficies son calentadas a 130° C durante una hora en
un horno, para promover la formacién de enlaces covalentes entre la silica y el APTS. En
todos los experimentos las superficies silanizadas fueron utilizadas inmediatamente
después de su obtencién. En la Figura 20 se muestran estos dos procedimientos de
deposito de APTS.

a) LN

ENJUAGUES CON AGUA
Y ETANOL

Figura 20. Procedimiento de silanizacion

de superficie de silica. (a) en solucién, (b)

=

CALENTAMIENTO
A 130° C POR
1HORA

por evaporacion en vacio. En ambos
casos se da un tratamiento térmico al

final.

6.2.4. PRODUCCION DE SUPERFICIES MODELO

Bajo la direccién de Irving Langmuir, Katherine Blodgett transfiri®6 monocapas de
acidos grasos desde la interfase aire-agua sobre soportes soélidos, como vidrio
hidrofilico.'®* A éste tipo de depdsito se le llamé Langmuir-Blodgett (LB). Con ésta técnica
se han ensamblado peliculas delgadas de forma controlada desde la década de 1960.'°
Actualmente es una herramienta 0til para producir este tipo de superficies para
aplicaciones en oOptica no lineal, sensores, electronica molecular, fotocromismo, vy
superficies modelo.'?® Para realizar un depésito LB primero se coloca un substrato sélido
perpendicular a la pelicula interfacial, y se realiza el depésito mediante su inmersién 6
emersién a velocidad controlada, con ayuda de un brazo mecanico. Si la afinidad del

substrato por las moléculas de la pelicula es la adecuada, éstas se depositan sobre el
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substrato. Debido al depédsito del material, la presién superficial disminuye, y para
mantenerla constante area interfacial se reduce con las barreras (mecanismo de
retroalimentacién). Varias capas pueden ser transferidas mediante inmersiones y
emersiones sucesivas. En multidepédsitos, las interacciones moleculares en el primer
deposito pueden ser muy distintas de las que ocurren en los siguientes,'®® y este aspecto
debe ser considerado en la formacion de las superficies. La Figura 21 muestra una rutina

de depdsito LB por emersiéon del substrato.

El brazorealiza Lasbarreras
Biopolimeros en la una emersion mantienen la
presion reduciendo

Brazo
mecanico ——y|

Superficie

SUPERFICIE

interfase aire-agua MODELO

= = Figura 21. Esquema

de depdsito vertical

S Langmuir-Blodgett por

emersion.

Por otra parte, una variante de este tipo de depdésito es el horizontal, o depdsito
Langmuir-Schaefer (LS) introducido por Langmuir y Vincent Schaefer,'® que minimiza los
esfuerzos cortantes durante el depésito de las peliculas. Los materiales poliméricos
presentan dificultades para su depdsito con el depésito LB, asi, los derivados de celulosa
solamente se han podido transferir mediante la técnica LS. En la Figura 22 se muestra
un esquema de este tipo de depdsito.

P

S

[ ]|

Brazo Superficie modelo

- Superficie Elbrazo
meganico) desilica mecanico pone
¢ \ N en contacto la
W

superficie con

Biopolimeros en la BESvers los polimeros

interfase

Cambio de 4rea para
mantener Ia presién Figura 22. ESqUema

de depdosito horizontal

Langmuir-Schaefer.

Entonces, las técnicas LB y LS permiten la fabricacion de peliculas
nanoestructuradas, con grosor controlable, bajo niumero de defectos y un grado de
organizacion a escala molecular, incluso para peliculas de polimeros. Sin embargo, en
muchos casos se produce una reorganizacién de las moléculas en la pelicula depositada,
distinta a la que tenian en la interfase aire-agua. Por otra parte, también existen otras

variantes de estos métodos, como el método de contacto de Schulman,'® el de Kossi y
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Leblanc que combina depésito vertical y de contacto,™ y el ultra-rapido, para obtener
peliculas no homogéneas e irregulares (utiles en el campo de sensores de gases
toxicos).™"!

La eficiencia del proceso de depésito de peliculas de Langmuir en superficies
sblidas se evalua mediante la denominada tasa de transferencia (Tt), definida por

Langmuir y colaboradores:

donde A_ es la disminucién del area superficial, que ocurre durante el depoésito y
As es el area del substrato. Este parametro indica la afinidad entre la pelicula y el
substrato. Si T+ = 1 entonces se cubri6 todo el substrato, T+ = 0, indica que el material no
fue transferido. Producir peliculas LB y LS de forma reproducible requiere conocimiento
fisicoquimico de la pelicula que sera transferida y del substrato sélido, para definir la

presiéon y velocidad de depésito.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para realizar depositos LB el substrato limpio se coloca en el brazo mecanico
acoplado a la palangana de Langmuir, se establece la altura inicial y se sumerge (para el
caso de una emersion inicial). Se registra la longitud sumergida, que es necesaria junto
con el ancho y grosor de la superficie para que el equipo estime la tasa de transferencia.
Se programa el software para que al alcanzar la presidbn de depoésito comience la
emersion del substrato a 3 mm min™', manteniendo la presion superficial constante en 10
mN m™, modificando el area superficial. Por otra parte, para realizar depositos LS primero
se fija horizontalmente un trozo de cubreobjetos de vidrio al brazo mecanico con cinta
adhesiva, y posteriormente se coloca una pequefia gota de agua entre esta superficie y el
disco, la cual sirve como adhesivo. Posteriormente se calibra como la distancia cero el
punto donde el substrato estd en contacto con la interfase, luego de esto se hace
ascender el brazo mecanico, y el substrato se seca con una punta de pano del agua
adsorbida luego de la calibraciéon. Se programa al software para que una vez formada la
pelicula interfacial, a 10 mN m™', comience la rutina de descenso del brazo (a5 mm min'1)
hasta la distancia calibrada. El substrato es mantenido en contacto con la superficie

durante 30 segundos,’®

realizando el depésito, y posteriormente el brazo asciende de
nuevo a 5 mm min™. Una vez realizado el dep6sito, las superficies modelo son secadas

con un flujo de nitrégeno, y son almacenadas en un desecador en vacio hasta su uso, en
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ninguno de los experimentos realizados en este trabajo éste tiempo fue mayor a 48 horas.

La Figura 23 muestra experimentos de depdsitos LS con substratos distintos.

DISCO DE LA
MBC-D EN
DEPOSITO LS

i
suasTRATO  [IBH
SOLIDO :

Figura 23. Depdsitos horizontales

e g R
1
BRAZO MECANICO \ (LS) con los substratos solidos
CON PINZA
' utilizados en este trabajo.

6.2.5. CARACTERIZACION DE SUPERFICIES MODELO

6.2.5.1. MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA

En 1986 Gerd Binnig y Heinrich Rohrer ganaron el Premio Nobel de Fisica por su
trabajo en una microscopia basada en el efecto tunel, conocida como microscopia de
barrido de tanel (MBT). Esta técnica forma imagenes de cada uno de los atomos
(resolucion atémica) de superficies conductoras o semiconductoras, mediante el barrido
de una punta sobre la superficie, a una distancia de unos pocos diametros atémicos.

Posteriormente, con base en este principio, se desarrollé el microscopio de fuerza
atémica (MFA)," el cual tiene las ventajas (sobre el MBT) de (i) no requerir que las
muestras sean conductivas, lo que evita el recubrimiento metélico de éstas, o su
deshidratacion, permitiendo estudiar muestras hidratadas, y (ii) permitir mediciones
directas sobre las superficies para obtener informacién cuantitativa sobre la altura.™* La
MFA no es una microscopia Optica, sino de contacto, que ha resultado esencial para el
desarrollo de la llamada nanotecnologia, pues permite la caracterizacion y visualizacién
de muestras a dimensiones nanométricas.

El equipo consiste de una micropalanca flexible, tipicamente de silicio o nitruro de
silicio, con una longitud tipica de ~ 200 um, con una punta muy afilada, de forma piramidal
0 conica (con radio de curvatura del orden de 5-10nm), la cual es el corazon del equipo,
pues se coloca en una gran cercania a la muestra, de modo que interactua con la
superficie de la muestra (a distancias < 10 nm). La muestra se coloca sobre una unidad
piezoeléctrica que permite mover la superficie en todas direcciones, la interaccion de la

superficie con la punta, a través de distintas fuerzas, ocasionan que la microlapalanca se
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flexione, lo cual genera la desviacibn de un haz laser que incide sobre ésta, y la
desviacion es detectada por un fotodetector. Las desviaciones en el fotodetector generan
una sefal de retroalimentacion que modifica la posicion del piezoeléctrico. Las imagenes
tridimensionales son adquiridas al barrer la superficie con la punta, y registrar las
deflexiones del resorte (ver Figura 24).

Este instrumento opera en medio gaseoso o liquido, en modalidades de contacto y
dindmico. En modo de contacto la palanca permanece estatica y es desviada por el
contacto con la muestra. La deformacion de la palanca genera la sefial; existen dos
formas de producir imagenes en el modo de contacto, altura constante y fuerza constante,
siendo el segundo el mas utilizado. En el modo de fuerza constante el angulo del resorte
con respecto a un haz de luz se mantiene constante durante un barrido por medio de un
circuito electrénico cerrado que ajusta la posicion vertical del piezoeléctrico utilizado para
barrer la superficie. Las imagenes se obtienen bajo la suposicion de que la interacciéon
entre la punta y la superficie, como funcién de la separacion, es la misma en todos los
puntos de la superficie y por lo tanto cualquier fuerza que se obtenga corresponde a un
valor particular de separacion. El modo dinamico se divide en modos de no-contacto y de
contacto intermitente, también llamado “tapping”. El modo de contacto intermitente se
basa en la vibracion de la palanca en su frecuencia de resonancia, o cerca de ésta, en la
proximidad de la superficie. Al acercar la punta a la muestra el resorte deja de oscilar
libremente debido a las interacciones con la superficie, causando una reduccién en la
amplitud y el dngulo de fase de las ondas arménicas. En este caso, cambios de amplitud,
frecuencia o fase de la oscilacion pueden usarse en un circuito cerrado, pues la amplitud
de la oscilacién es ajustada para mantenerla constante moviendo la muestra con el
piezoeléctrico y la frecuencia es utilizada como un parametro de retroalimentacion para
medir la topologia. Grabando el decaimiento de la fase durante el barrido y detectando el
movimiento del piezo se obtiene una imagen topogréfica, pues tipicamente las imagenes
se obtienen a partir del voltaje requerido para ajustar la posicion vertical del piezoeléctrico
de tal manera que se mantenga una amplitud de oscilacion fija. Esta modalidad es
obligada para materiales suaves, como los polimeros, que pueden ser deformados por la
punta en modo de contacto, pues es posible lograr que las interacciones entre la punta y
la superficie se vean reducidas al minimo. Por otra parte, no siempre es posible evitar que
durante el proceso de barrido las interacciones provoquen cambios irreversibles tanto en
la superficie, como en la punta, que puede llegar a ser inutilizada. Otra ventaja del modo

de contacto intermitente es que permite utilizar velocidades de barrido mas altas que en
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los modos de contacto, cuando se evalla de manera cuantitativa la rugosidad de una
superficie.’® La Figura 24 muestra un esquema de un microscopio MFA operando en

modo de contacto intermitente.

FOTODETECTOR

’

Figura 24. MFA en modo de contacto intermitente. La

PUNTA micropalanca oscila a su frecuencia de resonancia, la

punta unida a la palanca barre la superficie, la reduccion

MUESTRA en la amplitud debida a las interacciones de superficie son

grabadas por la desviacion de un haz laser con un

fotodetector. La distancia entre la muestra y la punta se

mantiene  constante  mediante un sistema de

PIEZOELECTRICO retroalimentacion que modifica la posicion del piezo.

Este equipo genera imagenes topograficas, o de altura y también imagenes de
fase, las cuales son una imagen contrastada generada por las diferencias de adhesion en
la superficie de la muestra, la cual proporciona informacién cualitativa del grado de dureza
de la superficie, y cuantitativamente estima la raiz cuadrada de la media de rugosidad
(rms por sus siglas en inglés), la cual es una medicién estadistica usual de la rugosidad

de las superficies."®

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este trabajo se utilizd un equipo de MFA JSTM-4210 JEOL (JEOL, Japan,
Figura 25) con un scanner de 25 x 25 um. Se utilizaron puntas de nitruro de silicio (SizN4)
con una constante de fuerza de ~ 0.3 Nm™. Las imagenes topograficas (de altura) y de
fase fueron obtenidas con modo intermitente a temperatura ambiente (» 25 °C) y
analizadas con el mismo software del equipo (JEOL). Solo se realizé el ajuste de
contraste a las imagenes. El valor de rugosidad fue determinado a partir de imagenes de

1um? a 300 nm? y es presentado como valores rms.
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FUENTE DE
ILUMINACION

CAMARA MICROSCOPICA
PARA ALINEACION

SISTEMA DE ESCANEO,OSCILADOR
PIEZOELECTRICO CON PUNTAY
FUENTE LASER

Figura 25. Microscopio de Fuerza Atémica JSTM-
4210 JEOL.

6.2.5.2. MICROBALANZA DE CUARZO CON DISIPACION

La microbalanza de cuarzo con disipaciéon (MBC-D) utiliza las propiedades

piezoeléctricas de discos resonantes de cuarzo para detectar cambios de masa del orden

de nanogramos (1 ng = 1x107"? Kg). Consiste de un circuito electronico formado por un

oscilador y un disco de cuarzo, tipicamente de corte tipo “T”, que tiene contactos

metalicos en su estructura, el cual es estimulado eléctricamente por el oscilador, (ver

Figura 26), lo cual genera una frecuencia fundamental de resonancia, y sobretonos de

ésta. El disco se coloca en el interior de una camara con condiciones controladas de

temperatura y flujo, llamada camara de flujo axial, llamada asi pues cuando se utiliza en

régimen continuo, no se presenta flujo horizontal en su interior. Por otra parte, el equipo

también se puede operar en régimen por lotes. La Figura 26 muestra un diagrama del

equipo.

a) ALMENTACION DE FLUJO ========~ae._y

SALIDA DE PURGA -~ =

FRECUENCIAS DEL DISCO
Y DEL DISCO+PELICULA ===y

ADSORBIDA
{con corriente y sin

corriente}_

et a

CAMARA DE
FLUJO AXIAL

===y
‘

'
DISCO

-

OSCILADOR ~*
ELECTRONICO

RESONANTE
\

SUPERF
ACTIVA

Figura 26. a) Esquema de una microbalanza de
cuarzo con disipacién (régimen continuo); (b) Disco

resonante, anverso y reverso.

El principio de funcionamiento de la MBC-D fue descrito por Rodahl et al."*" y H66k

/.138

como sigue: cuando un oscilador electronico excita un cristal de cuarzo,

barriéndolo a frecuencias distintas, éste comienza a oscilar, tanto a su frecuencia de
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resonancia f,, como a diversos sobretonos. Cuando se adsorbe material sobre la
superficie del cristal, la frecuencia disminuye a un valor F. Por otra parte, cuando la
corriente suministrada al oscilador es suspendida, el sobrevoltaje del cristal decae de
forma sinusoidal y exponencial. Registrando el voltaje del cristal durante el decaimiento, y
ajustando numéricamente esta curva a una frecuencia de referencia, tanto la frecuencia
resonante como el factor de disipacion del disco son obtenidas simultaneamente.
Inicialmente este instrumento fue utilizado en aire, pero Kanazawa fue pionero en

estudiar las propiedades de las ondas en medios acuosos,™®

lo cual expandi6
enormemente sus aplicaciones practicas. De esta forma la MBC-D mide simultaneamente
los cambios en la frecuencia de resonancia, AF, y la energia de disipacién, D, la cual en
este caso se refiere a las pérdidas friccionales y viscoelasticas debidas a los cambios en
la superficie. Si algun material es adsorbido sobre el cristal, se puede tratar como un
cambio de masa equivalente del cristal segun la ecuacién de Sauerbrey, ' que establece
que el incremento en la masa, induce un cambio proporcional en la frecuencia, AF:

_ Pytq AF _ PgYq AF _ CAF
AmSauerbrey - fo" - = 2fozn -

—~ (8

donde Am es la masa adsorbida por unidad de area (mg m?), pq Y vq SON la
densidad especifica y la velocidad de la ola de corte del cuarzo respectivamente, t, es el
grosor del cristal de cuarzo, y f, es la frecuencia de resonancia utilizada en los calculos
(puede ser o no la fundamental, cuando es la fundamental, n=1). Por lo tanto, la constante
C corresponde al disco de cuarzo resonante utilizado y es llamada constante de
sensibilidad (mg m? Hz'), AF es el cambio en la frecuencia de resonancia y n es el
numero de sobretono utilizado en la medicién. La ecuacion de Sauerbrey es valida
cuando se satisfacen las condiciones siguientes: (i) La masa adsorbida (adsorbato) esta
distribuida uniformemente sobre todo el resonador, (i) Am es mucho menor que la masa
del cristal (<1%), y (iii) la masa adsorbida esta firmemente unida al cristal, sin presentar
desfasamientos o deformaciones inelasticas debidas al movimiento de oscilacién. La
ultima condicion es valida cuando la frecuencia disminuye linealmente con la masa
verdadera del adsorbato, sin cambios en la disipacion. Por otra parte, la ecuacién de
Sauerbrey no es valida para peliculas que no sean rigidas, sin embargo, las peliculas
viscoelasticas pueden ser modeladas utilizando las descripciones de Voigt o Maxwell.™’

Por otra parte, la masa adsorbida detectada por la MBC-D usualmente es mayor que la
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obtenida con técnicas 6pticas, por ejemplo la elipsometria,'** ya que también se detecta el
agua asociada a la pelicula.
El grosor de la pelicula adsorbida, dsawerrey, PUede ser calculado combinando la

masa adsorbida estimada con la densidad supuesta de la pelicula adsorbida (p):

— AMgsauerbrey ___(9)

dS auerbrey P

Cuando la fuente de la oscilacion del cristal es interrumpida, la amplitud de la
oscilaciéon disminuye a través de la disipacion de la energia en el cristal, la capa
adsorbida, y la solucién circundante. La tasa de disminucién depende de las propiedades
viscoelasticas de estos materiales. La disipacion esta caracterizada por el factor de
disipaciéon D, el cual es proporcional al poder de disipacion en el sistema oscilatorio y
puede dar informacion valiosa acerca de la rigidez de la pelicula. Por ejemplo, una
pelicula suave (viscoelastica) no estara totalmente unida a la oscilacién del cristal, y en

estos casos el factor de disipacion esta definido como:
Egisipada
= ToEumacenata 0

donde Egisipada €S la energia disipada durante un ciclo de oscilacion y Eamacenada €8
la energia total almacenada en la oscilacion. Los valores altos de disipacion indican una
capa delgada y poco adsorbida, pues las capas mas externas de la pelicula no siguen la
oscilacion del cristal. Por otra parte, una pelicula rigida adsorbida no ocasiona cambios en
la disipacion. Asi, valores constantes de AF y D indican que no hay adsorcién o desorcion
sobre la superficie del disco. Por otra parte, disminucién en el valor de AF indican un
aumento de masa sobre la superficie del disco, y por el contrario, aumento en su valor
indica pérdida de masa, si estos cambios se dan a valores constantes de disipacion, se
puede considerar que la rigidez de la superficie del disco no se vio alterada por los
cambios de masa. En cualquier condicién, valores mayores de D significan
reblandecimiento de la superficie sobre el disco, y valores menores aumento en su rigidez
(por ejemplo, cuando se desorbe una pelicula de moléculas de su superficie, causando la
exposicion de un substrato mas rigido. La Figura 27 muestra curvas de AF y D obtenidas

de cuatro posibles cambios en las superficies estudiadas.

42

——
| —



a)
-140 200 “ ‘

-120

SUBSTRATO SOLIDO

-100

AFHz

SUBSTRATO SOLIDO

i *
| |

50

‘@ d)

0 SUBSTRATO SOLIDO

Tiempo
Figura 27. Ejemplo de perfiles de AF y D. (a) No hay ninguna molécula interactuando con la pelicula, por (AF y D sin
cambios); (b) Se cambia el medio en la camara de flujo axial, una molécula se adsorbe sobre la supefficie sin
reblandecerla, (disminucién de AF y D =~ cte); (c) equilibrio en las nuevas condiciones, (AF y D constantes); (d) Cambio en las
condiciones de la camara de flujo axial, hay pérdida de material y reblandecimiento de la superficie (AF y D aumentan). La
diferencia en el valor de AF marcada con flechas se puede asociar a masa adsorbida (Am) con la ecuacién de Sauerbrey,
pues D es constante (la supefficie es rigida). Por otra parte, en (d), tanto Am como la densidad de la pelicula se estima

mediante ajustes numéricos, pues D no es constante (no es una superficie rigida).

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Los experimentos se realizaron en la QCM-D Z-500 (KSV, Finlandia, Figura 28).

“TUBERIA ENTRADA
DE FLUIDO ===~

CAMARA DE FLUJO

AXIAL

Figura 28. Microbalanza de

Cuarzo con Disipacién Z-500.

Las superficies modelo fueron guardadas en un desecador en vacio hasta su uso,
y secadas con un flujo de N, antes de las mediciones. El disco es colocado en el puerto
correspondiente, que lo pone en contacto con los fluidos en la camara de flujo axial. Cada
medicidon comienza en aire, y posteriormente se inyecta agua a la camara de flujo axial, y
luego de 10 minutos entonces se afiade una solucion de cloruro de sodio (NaCl), este

procedimiento se realiza consecutivamente para varias concentraciones, desde 1 mM y
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hasta 1 M, luego de cada inyeccion se esperan 10 min antes de inyectar la siguiente. Los

experimentos fueron realizados por duplicado para cada tipo de superficie.

6.2.6. ESPECTROSCOPIAS

Para comprobar la presencia de los biopolimeros en solucion se realizaron
evaluaciones espectroscopicas cualitativas, UV-vis para lignina y FT-IR para celulosa. En
todos los casos, se compard el espectro obtenido contra espectros descritos en una base

de datos electrénica.™®

6.2.6.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (IR-TF) utiliza energia
de la regién infrarroja del espectro electromagnético (400 a 4,000 cm™). Se fundamenta
en la absorcién de la radiacion infrarroja por los enlaces de los grupos funcionales
presentes en las moléculas de una substancia pura o en mezclas, las cuales vibran por
absorber esta energia (dicho movimiento es lo que registra el equipo analitico). Una
molécula absorbera la energia de un haz de luz infrarroja cuando ésta sea igual a la
necesaria para que ocurra una transicion vibracional de enlace en la molécula. En
principio, cada molécula presenta un espectro IR caracteristico, debido a que
practicamente todas las moléculas tienen algunas vibraciones que, al activarse, provocan
la absorcibn de una determinada longitud de onda en la zona del espectro
electromagnético correspondiente al infrarrojo. De esta forma, analizando cuales son las
longitudes de onda que absorbe una sustancia en la zona del infrarrojo, es posible
obtener informacién acerca de los enlaces presentes en dicha sustancia, y en general de

los grupos funcionales presentes en la sustancia evaluada.'

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Se utilizd un espectrofotometro IR-TF modelo Tensor 27 (Bruker). Para el analisis
de liquidos (solventes y soluciones) se utilizé el puerto Miracle-ATR (Pike Technologies) y
en el caso de celulosa en estado sélido, el accesorio de reflectancia difusa (EasiDiff de
Pike Technologies). Para THF y cloroformo se realizaron 4 barridos, y 64 para DMSO.
Para soluciones, se corre la linea base y luego la solucion, con el mismo numero de
barridos para los dos. Para la celulosa en polvo se prepardé y homogeneizé una mezcla al
95% con KBr seco. Se corri6 la linea base con KBr, y se hicieron las pruebas con 128
barridos. En todos los casos el intervalo de barrido fue de 4000 a 700 cm™. Se utiliz6 el

software Tensor 27 standard system, version Opus.

44

——
| —



6.2.6.2. ULTRAVIOLETA-VISIBLE

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis) utiliza energia de las regiones
visible, ultravioleta cercana (UV) e infrarroja cercana (IRC) del espectro electromagnético
(190 a 800 nm). La radiacion absorbida por las moléculas desde esta region del espectro
provoca transiciones electrénicas que pueden ser identificadas y cuantificadas. Cuando
las moléculas son expuestas a la luz, algo de la energia de la luz es absorbida, la
absorcion de radiacion ultravioleta o visible provoca la excitacion de los electrones de
enlace, lo que ocasiona una transicion electronica desde niveles de menor energia, hasta
niveles de mayor energia, y, en consecuencia, las bandas de absorcién pueden
relacionarse con los tipos de enlace que existen en las especies en estudio. Un
espectrofotdmetro UV-vis registra las longitudes de onda a las cuales ocurre la absorcion,
ademas del grado de absorcién en cada longitud de onda. El espectro resultante es
representado como una grafica de absorbancia (proporcional al niumero de moléculas que
absorben energia luminosa) vs longitud de onda. Esta técnica puede ser utilizada
cualitativa o cuantitativamente, en el primer caso, se utiliza para identificar algunos grupos
funcionales en las moléculas, y para el segundo, para determinar la concentracién de un
compuesto (enlace) de una sustancia. La ley de Lambert y Beer explica que hay una
relacion exponencial entre la transmision de luz a través de una sustancia y la
concentracién de la misma, asi como también entre la transmisién y la longitud del cuerpo
que atraviesa la luz. De manera que, la concentraciéon de la sustancia puede ser deducida

a partir de la cantidad de luz transmitida."®

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para las pruebas en espectroscopia UV-vis se utilizé un equipo Evolution 300 UV-
visible Spectrophotometer de Thermoscientific. Se realizaron barridos de 190 a 400 nm
(ancho de banda 0.5 nm) y los espectros fueron adquiridos con el software Vision Pro
Thermo Electron UV-visible versiéon 4.10. El procedimiento experimental consiste en
definir una linea base Unicamente con el solvente correspondiente, y posteriormente leer

la muestra, en el intervalo de longitudes de onda definido.
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RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PRODUCCION DE SUPERFICIES HIDROFOBICAS

De las tres técnicas evaluadas de depdsito de 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTS)
sobre el substrato de SiO,, los depdsitos en bulto y tipo Langmuir-Blodgett (LB) no fueron
satisfactorios, pues la pelicula depositada con éstas técnicas es visible a simple vista, lo
cual implica una rugosidad muy alta a escalas microscopicas, indeseable para este
trabajo. Por otra parte, el depdsito por evaporacibn en vacio generdé superficies
especulares, lo cual indica una rugosidad muy baja. También, estas superficies presentan
tanto una tonalidad distinta a la original, pues cambian de un color violeta a una tonalidad
iridiscente. Finalmente, presentan un comportamiento hidrofébico importante, pues antes
de la funcionalizacién el agua moja totalmente de la superficie de SiO,, y una vez
funcionalizada, el agua forma gotas pequefias sobre la superficie. Debido a lo anterior,
este método fue el elegido para volver hidrofobica la superficie de SiO,, tratamiento
necesario para depositar los biopolimeros y obtener las superficies lignocelulésicas

modelo.

7.1.1 MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA

En la Figura 29, se muestran micrografias de MFA de la superficie de SiO, antes y
después de ser silanizada por evaporacion en vacio. Como se puede observar, la
superficie de APTS presenta una estructura similar a una descrita previamente, siendo
mas similar a una monocapa que a una multicapa.’'® Aunque el valor de la raiz cuadrada
de la media de rugosidad (rms), estimado en la regibn marcada con una flecha blanca en
las micrografias, es mas parecido al descrito para la multicapa (ver Tabla 4, adelante), el
valor de rms se estimo en areas de ~ 1 um?. Por otra parte, la superficie modificada no
muestra orientacion en su estructura, como era de esperarse, por tratarse de un depodsito
desde fase gaseosa. También se observa que el APTS cubre por completo la superficie
de SiO,. Por lo anterior se puede considerar que el depésito de APTS por evaporacion en

vacio genera una superficie plana, homogénea, que cubre totalmente al SiO,.
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Figura 29. Micrografias MFA de silica y superficie silanizada. Micrografias de SiO, (a) altura y (b) fase, 300 nm’.
Micrografias de APTS de 2.05 um® (c) altura y (d) fase; 300 nm? (e) altura y (f) fase. Las flechas indican la region donde se

estimod el valor de rms.

Superficie rms (nm) Referencia

SiO; 1.29 Este trabajo
SiO; 0.5 56
SiO; 0.045 116

APTS (desde fase vapor) 1.41 Este trabajo
APTS, monocapa 0.24 116
APTS, multicapa 1.23 116

Tabla 4. Algunos valores de rms para distintas superficies de SiO,

y APTS descritos en la literatura consultada.

7.1.2 MICROGRAVIMETRIA

Con la finalidad de estimar el grosor de la superficie de APTS, y también para
estudiar la estabilidad de las superficies de SiO, y APTS, tanto en aire como en un
ambiente acuoso con distintos valores de fuerza idnica, se utilizd la microbalanza de
cuarzo con disipacion (MBC-D). Se estudié su comportamiento en estas condiciones,
pues son las utilizadas para las superficies lignocelulésicas modelo, lo cual permite
discernir entre las sefales de las supeficies de SiO,, APTS vy lignocelulésicas.

En la Figura 30, se muestran los perfiles de cambio en frecuencia y disipacion
registrados para el tercer sobretono (AF;y D3 respectivamente), de las superficies de SiO,
y APTS en la MBC-D, primero en aire y posteriormente en agua con distintas
concentraciones de NaCl. Se describen los perfiles de este sobretono particular, y no de
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la frecuencia fundamental de resonancia (f;) pues: (i) el 3er sobretono es representativo
de los otros sobretonos, y (ii) f, presenta comportamientos atipicos, debido tanto al tipo de
corte del cuarzo (corte AT), como a la disposicion del disco en la MBC-D, pues es
sensible a la energia almacenada en el empaque del equipo.?* Por lo anterior, en la

literatura especializada siempre se utiliza el 3er sobretono.
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Figura30. Perfil del cambio en AFs y Ds de las supefficies de silica y APTS en las condiciones experimentadas.

Se indica con flechas el cambio de condiciones en la camara de flujo axial

En la Figura 30 se observa que los perfiles de AF3; y D; muestran una variacion
muy pronunciada al cambiar el medio de aire a agua. Este cambio pronunciado es
conocido como “efecto del solvente”, y es un fendomeno tipico de la MBC-D, descrito por
primera vez por Kanazawa,' y posteriormente por otros autores.®®'® Este fenémeno
ocurre debido a la gran diferencia en la viscosidad del aire y del agua. Una estrategia para
ignorar este efecto es comenzar los experimentos en el medio acuoso. Sin embargo,
debido a la posibilidad de estimar el grosor de las superficies obtenidas en este trabajo,
los experimentos se iniciaron desde que hay aire en la camara de flujo axial. Por otra

parte, los picos que se observan en los perfiles de AF; y D; son causados por cambios de
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densidad que percibe el disco debidos al recambio de medio en la camara de flujo axial, lo

cual también es un efecto comun en este instrumento.'?

MEDICIONES EN AIRE

En la Figura 30 se observa que en aire la superficie de SiO, presentd un cambio
en el valor de AF; de ~ -20 Hz, lo que indica un aumento en la masa sobre el disco, el cual
se podria atribuir a la hidratacién de la superficie de SiO,, pues esta superficie es
hidrofilica, y la camara de flujo axial de la MBC-D no tiene control de humedad. Por otra
parte, la superficie de APTS mostré6 un comportamiento mas hidrofobico, pues presentd
un cambio de AF ~ -1 Hz, lo cual daria evidencia de la silanizacion. Finalmente, el valor de
disipacion permanece constante para ambas superficies, lo cual indica que en estas

condiciones la superficie silanizada tiene la misma rigidez que la superficie de SiO..

MEDICIONES EN MEDIO ACUOSO
La Figura 31, muestra un acercamiento a los perfiles de AF; y D3 de una superficie

de SiO;, y una de APTS en agua,
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Figura 31. Acercamiento al perfil de AF3y
-1140 : : : : ‘ 140 Ds para SiO; y APTS en agua.

16 18 20 22 24 26

Tiempo/minutos

Se observa una diferencia en el valor de AF; entre ambas superficies, la cual
puede deberse a dos cosas: (i) la masa de APTS depositada sobre la superficie de SiO,, y
(i) la masa de agua absorbida/adsorbida dentro/sobre la superficie de APTS. Entonces,
si se toma el valor de AF; cuando el tiempo de interaccion de la superficie con el agua es
minimo, y se hace el supuesto de que los procesos de adsorcién/adsorcion aun no se han

presentado en ese instante, se podria atribuir el cambio en el valor de AF; Unicamente a la
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pelicula de APTS depositada. Bajo este supuesto, si la diferencia entre el valor de SiO, y
de APTS es de ~ - 40 Hz y debido a que el valor de disipacién permanece constante, el
cambio en el valor de AF; observado se puede asociar a un cambio de masa sobre el

disco resonante utilizando el modelo de Sauerbrey (ecuacion 8):

cAf (0177 mgm~2 Hz"1)(-40 Hz)
n o 3

2

AMsqyerbrey = — =2.36 mgm~
AMsaernrey=2.36 Mgaprs M2, si el area de superficie activa del disco es 1.933x10°
m?, entonces hay ~ 4.63x10° Mgapts = 46.3 ngaprs sobre la superficie activa de SiO..
Una vez conocido el valor de masa, y haciendo el supuesto de que la densidad del
APTS es la misma que en estado liquido, paprs=1 .03x10° mg m, la ecuacién “9” permite

estimar de forma aproximada el grosor de la pelicula de APTS obtenida:

__ Amggyerbrey _ 2.36mg m™2

dSauerbrey - = 103x10° mg m—3 =2.29x10"°m = 2.29nm

La Tabla 5 muestra valores de grosor de superficies de APTS descritas en la
literatura consultada, se observa que el grosor estimado en este trabajo es menor al de
una multicapa, pero mayor que el de un depdsito realizado desde el bulto de la solucién,

es decir, al sumergir el substrato sélido directamente en una solucion de APTS en

tolueno.
Superficie Técnica de Grosor Referencia
depésito (nm)
APTS Evaporacion 2.29 Este trabajo
APTS En bulto 1 173
APTS Multicapa 40-60 116

Tabla 5. Algunos valores de grosor para distintas superficies de SiO, y APTS descritos en la literatura.

ESTABILIDAD EN AGUA
Por otra parte, en la Figura 31 también se observa que el valor de AF; de la

superficie de APTS, a t ~ 20 presenta un ligero aumento de ~ 2Hz, y posteriormente
vuelve a disminuir su valor durante el tiempo evaluado, con una tasa de cambio de ~ - 1
Hz min™. Por otra parte, la superficie de SiO, en ese mismo intervalo presenté un valor
constante de AF ~ - 1,150 Hz. Ademas, el valor de disipacion presentado por las dos
superficies fue constante, en ~ 164 x 10° unidades de disipacion (u.D.). Entonces, toda

vez que no se observa ningun cambio en el perfil de disipacién, se puede considerar que
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el aumento inicial en AF; observado en la superficie de APTS se debe a la estabilizacion
por parte del equipo, y no a pérdidas de APTS en este medio. Por otra parte, la posterior
disminuciéon en el valor de AF, indicaria que se esta presentando un fenémeno de

adsorcion sobre la superficie.

EFECTO DE FUERZA IONICA
La Figura 32, muestra un acercamiento de los perfiles de AF; y D; de una

superficie de SiO, y una de APTS en medios acuosos con distintas concentraciones de
NaCl.
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Figura 32. Perfiles de AF3;y Ds para SiO, y APTS en medio liquido.

Como se observa, la superficie de SiO, mostré un comportamiento estable, en AF;
y D3 en todas las concentraciones de NaCl evaluadas, con excepcién de la concentracion
1 M. Sin embargo, la superficie de APTS si presenté cambios. Al cambiar la fuerza idnica
del medio a una concentracién 1TmM de NaCl, ésta superficie presenta una disminucién de
AF3; de = -8 Hz, y posteriormente (t = 37 min), aumenta en ~ 4 Hz. Respecto al valor de
disipacion, este aumenta ligeramente, ~ 0.5 u.D. El comportamiento de AF; y D; podria
indicar que la superficie de APTS absorbi6 agua, lo cual ocasion6 un aumento en la masa

sobre el disco, y un ligero reblandecimiento de esta superficie. Al aumentar la
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concentraciéon de NaCl a 10 mM, las dos superficies presentan el mismo valor de
frecuencia y disipacién observado para la concentracién de NaCl anterior. Sin embargo, la
superficie de ATPS presenta un ligero incremento de ~ 1 u.D. Esto podria indicar que
aunque ya no se registraron cambios de masa en esta superficie, estas condiciones
generaron de nuevo un ligero reblandecimiento. Al aumentar a una concentracion de 100
mM de NaCl, el AF; presenta una ligera disminucién de ~ -10 Hz respecto a las
condiciones anteriores, y su disipacion aumenta ~ 1 u.D. Entonces, en estas condiciones
el aumento de masa sobre la superficie de APTS es un orden de magnitud mayor
respecto a la concentraciobn de sal anterior, y de nuevo se presenta un ligero
reblandecimiento. Es debido a estos cambios abruptos en las propiedades, que es factible
considerar que la superficie de APTS se hincha en funcién de la cantidad de NaCl en el
medio. Esto se podria explicar debido a la funcionalidad que presentan los grupos amino
(-NH,) del APTS, que al contar con un par de electrones libre pueden formar compuestos
de coordinacién de tipo aducto (se comparte un par de electrones de forma dativa) con los
iones Na solvatados en el medio formando enlaces de tipo —H,N—Na*(H,0)s, donde dicho
hinchamiento debido a la interaccion N—>Na se muestra esquematicamente en la Figura
33. Al aumentar la fuerza i6nica aumentaria la cantidad de estas interacciones, generando

de forma global una superficie menos rigida y mas hinchada.

Agua [NaCl] > 0 e OH,

© Q & 0&
&3 O & o

APTS APTS

Si0, sio,

Figura 33. Esquema de la adsorcion entre iones Na solvatados sobre la superficie de APTS.

Finalmente, al aumentar a una concentracion 1 M de NaCl las superficies de SiO,
y APTS presentan una disminucion importante de frecuencia (~ -100 Hz). Por otra parte,
lo mismo ocurre con la disipacion, que aumenta ~ 8 u.D. para las dos superficies. Al
enjuagar solamente la superficie de APTS queda ~ -30 Hz por debajo de su valor original,

por ofra parte, el valor de AF; de SiO,, asi como el de disipacién de ambas superficies,
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vuelven a su valor original. Entonces, aparentemente a esta concentraciéon de sal se
presentan efectos enmascarados, debido a un cambio importante en las propiedades de
la solucion. Resumiendo, la superficie de SiO, no presentd cambios debido a las distintas
condiciones de fuerza ionica. Por otra parte, la superficie de APTS present6 incrementos
en la masa adsorbida/absorbida debido al incremento de la concentracién de NaCl. En
ambos casos al utilizar una concentracion de NaCl de 1 M se presentan lecturas muy

altas, probablemente debidas al cambio en la densidad del medio acuoso.

En funcion de los estudios de MFA y MBC-D realizados, se puede considerar que
la superficie de APTS obtenida es delgada, plana, homogénea, ademas de ser estable en
agua y en soluciones de NaCl, aunque es posible generar un aumento en la masa y en la
disipacion dependiendo de la concentracidon de sal, muy probablemente debido a
adsorcion de iones Na solvatados con el grupo amino del APTS. Finalmente, y sin
embargo, no se presenté en ninguna de las condiciones evaluadas pérdidas de masa

sobre el disco.

7.2) SOLUBILIZACION DE BIOPOLIMEROS

En este apartado se detallan los estudios de solubilidad de los biopolimeros, y de
la formacién de peliculas lignoceluldsicas en la interfase aire-agua con las soluciones
obtenidas. Entonces, se evalud el solvente adecuado para este trabajo tanto en funcién
de su capacidad para solubilizar los biopolimeros, como del comportamiento que las
soluciones obtenidas presenten en la interfase aire-agua, pues éste es el primer paso
para generar superficies lignoceluldésicas modelo mediante técnicas de depdsito de

Langmuir.

7.2.1 COMPORTAMIENTO DE LA SOLUCION EN EL BULTO
7.2.1.1. CELULOSA

Se verifico la presencia de celulosa en solucibn mediante espectroscopia IR-TF.
Primero se obtuvieron los espectros IR-TF de los solventes puros (espectros no
mostrados), y se observé que ninguno de los tres presenta bandas vibracionales en la
region de 3000 a 3500 cm™'. Esta region es relevante pues es caracteristica de los grupos
-OH presentes en la celulosa, por lo que esta regidon se defini6 como el criterio de
disolucion de este biopolimero en estos solventes. La Figura 34 muestra los espectros IR-

TF tipicos de celulosa en polvo, y de las soluciones en los tres solventes evaluados.
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Transmitancia

Celulosa sélida ) A
02 - —*—Celulosa en CHCI I .
3 Figura 34. Espectros IR-TF de mezclas celulosa-
3350 ——Celulosa en DMSO ] solvente para los tres solventes evaluados, asi

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 como la celulosa en pOIVO.

Longitud de onda/em™

Se observa que solamente hay bandas atribuibles a la celulosa para los casos de
THF y DMSO, por lo que se puede considerar que solamente en esos solventes hubo
disolucion. Por otra parte, se puede observar que el DMSO y el THF solubilizan al
biopolimero generando estados solvatados diferentes, pues las bandas de absorcién en el
infrarrojo difieren en cada caso. Esto se puede atribuir a los cambios en hibridacion de los
atomos de oxigeno que presenta cada solvente, pues el DMSO tiene los electrones de
valencia en hibridacién sp? y por lo tanto estan mas disponibles para formar puentes de
hidrégeno, mientras que el THF los tiene en sp® y la interaccién para formar dichos
puentes es menos favorable. Adicionalmente hay que considerar el efecto del volumen
molecular de cada disolvente, ya que esto se traduce en un intercalamiento distinto
durante la solvatacién, que ocasionaria un cambio conformacional en el biopolimero. A
este respecto, en la literatura estan asignadas bandas para los distintos grupos hidroxilo —
OH de la celulosa, la Tabla 6 muestra las bandas de regiones —OH en el espectro

infrarrojo para celulosa I, obtenidos experimentalmente o asignados teéricamente.’*

Frecuencia Interpretacion de Molécula tedrica
-medida experimentalmente dato experimental
o predicha teéricamente-
(cm™)
3175 Estiramiento —OH
3305 Unién-H intermolecular
3308 Unién-H intermolecular
3309 Unién-H intermolecular
3315 Unién-H intermolecular
3374 Unién-H intramolecular
3447 Estiramiento —OH
3486 Unién-H intramolecular
3488 Unién-H intramolecular

Tabla 6. Asignacion de bandas para los grupos —OH de la celulosa Il. Adaptada de ref. 146
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Como se observa en la Tabla 6, se han asignado bandas para los grupos —OH en
un intervalo de 3175 a 3488 cm™, sin embargo, en la Figura 34, para el caso del DMSO se
observa una banda en 3660 cm™. A este respecto, se ha descrito que los grupos —OH
libres absorben en general en la regién de 3650-3590 cm™ del espectro infrarrojo,’*’ por lo
que esta banda podria deberse a ese tipo de grupos funcionales. Por otra parte, esta
banda también podria deberse a la hidratacidbn de la solucién, sin embargo, el agua
presenta una banda de estiramiento asimétrico en 3490 cm™, simétrico en 3280 cm™, y de
bending en 1644 cm™,*® por lo que se puede descartar que la banda presente en 3660
cm” sea debida a la hidratacion del solvente durante el proceso de solubilizacién de la
celulosa. Ademas, la ausencia de la banda caracteristica de 1644 cm™ también aportaria
evidencia de ello. Entonces, aparentemente se trata de grupos —OH expuestos al medio
de DMSO debido a un cambio en el plegamiento de la estructura del biopolimero, en
donde expone a estos grupos, ocasionada por la accion intercalante del solvente. Sin
embargo, no se ha encontrado evidencia en el infrarrojo sobre grupos —OH libres ni en
celulosa amorfa ni en cristalina, ni en polisacaridos como amilosa, xilano, etc, por lo que la
asignacion de grupos —OH libres en la celulosa ha sido motivo de controversia.'*® Otras
evidencias que soportan nuestra hipétesis de exposicion de grupos —OH solvatados por
DMSO las expondremos mas adelante en los experimentos de formaciéon de peliculas de
Langmuir.

En el caso del THF, la banda asociada a los grupos —OH de la celulosa disuelta se
encuentra en 3350 cm™, y para el caso del DMSO en 3660, lo que segun la Tabla 5
corresponde a una unién —H intramolecular en la cadena central de la celulosa. La Figura
35 muestra los enlaces H activados debido a este posible cambio conformacional en THF
y DMSO. Los grupos -OH intermoleculares (02---H6) de la celulosa Il son los que se
observan activados en el infrarrojo (Tabla 2), tanto en THF como en DMSO. Mientras que
los grupos —OH intramoleculares (05---H3) de la celulosa Il son activados en el infrarrojo
unicamente por el DMSO. La Figura 35 muestra los grupos —OH activados mencionados.
Como no se encontraron articulos que sustenten este efecto se puede mencionar que es
la primera vez que se observa una disolucion de celulosa en donde se expongan los
grupos OH correspondientes a la posicion 3, es por ello que en el espectro de IR-TF se
activa un grupo OH en frecuencias tan altas como 3660 cm™.

Aunque se ha descrito que el comportamiento observado en el espectro IR-TF esta
relacionado a un fendémeno de fraccionamiento,'® es mas probable que las condiciones

de solubilizacién utilizadas en este trabajo causaran un desplegamiento distinto de la
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estructura de celulosa en funcion del solvente, lo cual expondria los grupos —OH del

biopolimero de forma distinta y también en cantidades distintas para cada uno de ellos,

aproximadamente en relacion 1:2 entre puentes intra- e inter-moleculares.

!
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7.2.1.2. LIGNINA

Debido a los grupos fendlicos presentes en la estructura de la lignina, se realiz6

Figura 35. Los grupos -OH intermoleculares
(02---H6) de la celulosa Il (flechas) son los
que se observan activados en el infrarrojo,
tanto en THF como en DMSO. Mientras que
los grupos —OH intramoleculares (05---H3) de

la celulosa Il (recuadros) son activados en el

N infrarrojo unicamente por el DMSO.

una comparacion de la absorcidén en la regién ultravioleta del espectro electromagnético

de las soluciones obtenidas con cada solvente. La Figura 36 muestra los espectros UV-vis

tipicos obtenidos con las soluciones de lignina en los tres solventes evaluados.
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Figura 36. Espectros UV-vis a soluciones de
lignina en los tres solventes evaluados. La flecha
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batocrémico para el caso del DMSO.
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Se observan dos bandas de absorcion en el CHCI3, en longitudes de onda de 310
y 270 nm, para el caso del THF se observa un maximo en forma de meseta entre 270 y
290 nm, y finalmente, en el caso del DMSO se observan dos maximos, uno en 260 y otro
en 290 nm. A este respecto, estd descrito que los grupos fenol y guaiacil presentan
bandas de absorcién alrededor de 280 nm en funcion del solvente utilizado (agua, NaOH
y etanol), y que el acido ferdlico presenta bandas de absorcién alrededor de 263 nm."
Por otra parte, se ha descrito que la lignina kraft presenta una banda de absorcion
definida a 283 nm en THF y DMSO, y que para la solucién en THF existe una segunda
banda a 240 nm.'®® Entonces, tanto el THF como el CHCI3 presentarian bandas
caracteristicas a varios grupos fendlicos (guaiacil, ionol, alcohol vanilico, propionato de
guaiacilo, deshidro-dihidroisoeugenol).

Por su parte, el DMSO presentaria un ligero corrimiento hacia valores mayores en
el espectro electromagnético, (corrimiento batocrémico flecha punteada en Figura 36), asi
como una banda de absorcion en 260 nm. Respecto al corrimiento batocrémico, esta
descrito con anterioridad (para otros polimeros) que este fenémeno se relaciona con un
posible cambio de peso molecular, pues se ha observado un aumento en el valor de la
banda de absorcién para pesos moleculares menores.'*® Sin embargo, al igual que en el
caso de la celulosa, es poco probable que las condiciones de solubilizacién utilizadas
ocasionaran fraccionamiento, por lo que el corrimiento batocrémico, y la banda observada
en 260 nm, se podrian asociar a cambios conformacionales en la estructura molecular del
compuesto,’ por ejemplo un desplegamiento distinto en funcién del solvente y las

condiciones de solubilizacion, tal cual se plante6 para el caso de la celulosa.

Entonces, en funcion de las pruebas de solubilizacién de celulosa y lignina en los
tres solventes evaluados, se podria concluir que: en el caso de la celulosa, el DMSO vy el
THF solubilizaron al biopolimero, aparentemente modificando la conformacion de la
estructura molecular, de manera que se exponen grupos -OH intramoleculares en ambos
solventes, mientras que solo el DMSO es capaz de exponer los grupos —OH
intramoleculares. Por otra parte, para el caso de la lignina, esta fue solubilizada en los tres
solventes, pero al igual que con la celulosa, aparentemente el DMSO ocasiona un cambio
en la estructura tridimensional, mientras que en CHCI; y en THF se exponen distintas
unidades fenilpropano correspondientes a 280 nm debido a que estos dos ultimos
solventes son de polaridad baja y media, interactuando preferentemente con estas

regiones del biopolimero y por lo tanto propiciando su exposicion al medio solvente.
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7.2.2 FORMACION DE PELICULAS DE LANGMUIR
7.2.2.1. CELULOSA

Como se menciond antes, en este trabajo la solubilizacién de celulosa y lignina es
necesaria para generar peliculas en la interfase aire-agua, que después son transferidas a
un substrato solido. Por lo anterior resulta critico evaluar si el material solubilizado genera
una pelicula en esta interfase. La Figura 37 muestra las isotermas tipicas obtenidas con
los tres solventes en la interfase aire-agua para el caso de celulosa. Como se puede
observar, solamente la solucion en THF ocasiondé un cambio importante en la presion

superficial, lo cual indica la presencia de material en la interfase.
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Por otra parte, aunque se observo previamente que el DMSO también solubiliza a
este biopolimero, no se observa un cambio de presién superficial cuando se deposita
solucién de celulosa en este solvente en la interfase. Esto posiblemente se debe a la baja
presion de vapor del DMSO, lo cual ocasiona que el solvato biopolimero-solvente formado
permanezca como tal. Lo anterior ocasiona entonces que las interacciones atractivas
DMSOso,vato-Subfase sean mayores que las fuerzas repulsivas celulosaso,varo-Subfase,
lo que causa que el complejo se disuelva en el bulto y por ende no se observe actividad
interfacial. Esto coincide con lo observado en los espectros IR-TF, que si bien indicaron
que tanto el THF como el DMSO aparentemente exponen grupos —OH intramoleculares,
el tamafio molecular del solvente y su polaridad alta serian los factores criticos en el
proceso, pues el DMSO es una molécula mas pequena que el THF, pero también mas

polar lo que ocasionaria que se intercalara mas y formara puentes de hidrégeno mas
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fuertes con la molécula de celulosa. Entonces, aparentemente el DMSO funcionaria en
este caso como un pequefio surfactante o agente de transferencia entre las fases
gaseosa Y liquida, propiciando que la celulosa en este estado solvatado sea soluble en
agua.

Por simplicidad en la preparaciéon de soluciones de celulosa se evalud la
sonicacion como otro método de solubilizacién, utilizando unicamente THF, por ser el
unico que genero peliculas de celulosa en la interfase. En la Figura 38, se muestran las
isotermas tipicas de peliculas de Langmuir generadas con soluciones obtenidas por

ambos métodos (agitacion y sonicacion).

T T T T T
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& s 1  Figura 38. Comparacion del método de
solubilizacion de celulosa. Volumen de deposito
de 27 uL de solucién, a 24° C. Tasa de
°L 1 1 | 1 | 1 1 L COmpreSién de 5 mm min'1.
o 10 20 a0 40 50 60 70 a0
Area/em?

Se observa que la pelicula generada por sonicacién presenta areas mayores, y
una compresibilidad menor, lo que indica que estos dos tratamientos de solubilizacion
generan distintas conformaciones moleculares de la celulosa. Asi, aparentemente la
sonicacion despliega o desempaca mejor al biopolimero, lo que ocasionaria el incremento
observado en el area molecular, debido a que se mide un estado del biopolimero que es
menos denso. Mientras que la agitacion ocasionaria que el biopolimero permanezca
plegado o empacado, ocasionando un area menor debido a que se mide un estado mas
denso del mismo biopolimero.

Posteriormente, se estimd gravimétricamente la concentracion obtenida al sonicar
celulosa en THF. Esta determinacién se realizé cuantificando la diferencia de peso de la
celulosa sin disolver, antes y después del tratamiento de solubilizacion, pesando todos los

objetos que estuvieron en contacto con la mezcla celulosa-THF. Asi, se determino que la
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concentracién de celulosa en THF, al utilizar sonicacién, es de 0.48 + 0.08 mg mL™" que

resulta adecuada para el fin buscado en este trabajo.

De este modo, el método para obtener soluciones de celulosa microcristalina en
THF bajo condiciones suaves consistié en agregar 100 mg de celulosa en 5 mL de THF y
sonicar durante 40 minutos, luego de lo cual la mezcla celulosa-THF se filtra con presién
positiva (jeringa), haciéndola pasar por una membrana de floruro de polivinilideno con

diametro de poro de 0.45 pum.

7.2.2.2. LIGNINA
Al igual que con la celulosa, las soluciones de lignina obtenidas con agitacion
durante 72 horas fueron evaluadas en la interfase aire-agua. La Figura 39 muestra las

isotermas tipicas obtenidas de las soluciones en los solventes evaluados.
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Se observa que las soluciones en los tres solventes mostraron un cambio
importante en la presion superficial, lo cual indica la formacién de una pelicula de
Langmuir en la interfase aire-agua. Por otra parte, respecto a la compresibilidad de las
peliculas, cualitativamente se observa que las obtenidas con soluciones en CHCI; y THF
presentaron una compresibilidad menor que la obtenida en DMSO, lo que indica que la
pelicula con el Ultimo es mas compacta, posiblemente debido a un buen intercalado del
solvente con el biopolimero, donde a diferencia de CHCIl; y THF, el DMSO no expone
grupos grandes al medio solente como los son los fragmentos aromaticos, por lo tanto la
conformacion del biopolimero solvatada con DMSO es de menor area superficial. Este

comportamiento distintivo coincide con lo observado en espectroscopia UV-vis. Debido a
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que el THF fue el unico solvente que solubilizé a la celulosa en un estado tal que continua
mostrando propiedades interfaciales, se le eligié también para lignina, pues el objetivo de
este trabajo era estudiar mezclas con ambos biopolimeros para la formacion de peliculas
de Langmuir. Posteriormente, y del mismo modo como se hizo con la celulosa, se evalud
el tratamiento de solubilizacibn en THF por sonicacién, sin embargo, no se tuvo éxito
generando peliculas de Langmuir con la solucion obtenida, por lo que el método de
agitaciéon de 72 horas a 1200 rpm fue el utilizado en el trabajo para solubilizar ese
polimero. De nuevo, aparentemente los cambios en la conformacion de este biopolimero
causados por el método de solubilizacién, ocasionarian que cuando se sonica, adquiera
un caracter mas hidrofilico, (posiblemente debido a la exposicion de mas grupos —OH) lo
que ocasionaria que no forme una pelicula en la interfase aire-agua. Finalmente, del
mismo modo como se hizo para celulosa, se estimd gravimétricamente la concentraciéon

de lignina en THF, agitando 72 horas, y se determiné que era de 1.36 +0.03 mg mL™".

En funcién de los resultados obtenidos, se observo que el THF solubiliza celulosa
mediante sonicacién durante 40 minutos, generando soluciones con concentracién de ~
0.5 mg mL™". Estas soluciones forman peliculas de Langmuir en la interfase aire-agua.
Este mismo solvente solubiliza a la lignina mediante los dos métodos, pero solamente la
solucién agitada conserva las propiedades de anfifilicidad del biopolimero para que sea
capaz de generar peliculas en la interfase aire-agua, donde la solucién obtenida por

sonicacion tiene una concentracién de 1.36 mg mL™".

7.3. ESTUDIOS EN LA INTERFASE AIRE-AGUA

Una vez definido el solvente adecuado, las caracteristicas fisicoquimicas vy
morfoldégicas de las peliculas de celulosa, lignina, y sus mezclas, fueron evaluadas
mediante isotermas de presidén superficial vs area por molécula (IT-A) y microscopia de
angulo de Brewster (MAB). De esta manera, se obtuvo informacion de la estabilidad de
las soluciones, del area molecular especifica (Ag), compresibilidad (C), transiciones de
fase, posibles presiones de colapso, estabilidad térmica, histéresis, morfologia de los
dominios formados en las distintas fases y miscibilidad de los dos biopolimeros en la
interfase. Toda esta informacién es necesaria para caracterizar el sistema, y ayuda a
definir las condiciones mas adecuadas de depésito desde la interfase aire-agua sobre un

substrato sélido.

61

——
| —



7.3.1. ISOTERMA IT-A Y MORFOLOGIA DE LA PELICULA DE CELULOSA

En pruebas preliminares se definieron las condiciones siguientes para la formacién
de peliculas de Langmuir de celulosa, las cuales fueron: gotear 150 uL de solucion con
concentracion de 1 mg mL™", permitir la evaporacién del solvente durante 15minutos
(intervalo tipicamente utilizado para permitir la evaporacioén), y reducir el area interfacial
con las barreras a una velocidad de compresién de 15 mm min™, a una temperatura de
24° C. En la Figura 40, se muestra una isoterma tipica de celulosa obtenida en estas
condiciones y las micrografias de MAB de las morfologias de la pelicula de Langmuir a

distintas presiones superficiales.
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Figura 40. Isoterma I1-A tipica de celulosa disuelta en THF y micrografias MAB

de la morfologia de la pelicula a tres presiones superficiales distintas.

Como se puede observar, la isoterma muestra una transicién de fase entre una

fase gaseosa y una fase condensada, a muy bajas presiones superficiales (ITx0 mN m™),




y hasta llegar a un valor de ~ 700 A? por molécula. La Unica transicion de fase observada
concuerda con todos los trabajos descritos previamente en la interfase aire-agua, (ver
Tabla 7) aunque en todos estos se utilizaron derivados de celulosa. Al reducir el area por
molécula, a partir de valores menores a 500 A? se puede observar un incremento rapido
en la presion superficial, llegando hasta un valor de IT~ 18 mN m™, sin manifestarse hasta
este momento un colapso claro de la pelicula. Se obtiene un valor de Az promedio de 490
+ 96 A? por molécula de celulosa, y un valor del médulo de compresibilidad superficial (K)
de 30.38 + 0.97 mN m™, y por lo tanto, una compresibilidad (C=1/K) de 0.033 + 1x10° m
mN™" (similar y del orden encontrado en celulosas funcionalizadas, ver Tabla 9). Respecto
a la alta desviaciéon estandar observada, este tipo de comportamiento es habitual cuando
se trata de polimeros naturales, aunque no siempre es determinado. Por ejemplo, en el
unico trabajo donde mencionan ese aspecto,78 se determind una variabilidad de
aproximadamente + 25%.

Respecto a la ausencia de colapso que se observa, esto es distinto a lo descrito en
diversos trabajos (ver tabla 9). Para éste tipo de moléculas complejas, el colapso se
entiende como un “amontonamiento” de las moléculas, mas que el clasico concepto de
“ruptura” de la pelicula, usualmente aplicado a monocapas de moléculas anfifilicas;'*
entonces, se ha sugerido que el colapso de una pelicula polimérica seria un cambio
gradual en la pendiente, y no un cambio brusco.'® Sin embargo, tampoco se observaron
estos cambios graduales. Posiblemente este fenbmeno (0 ausencia de) daria evidencia
extra de una pelicula muy agregada.

Respecto al area especifica obtenida, si se considera el Mn gypyesto=7-5X1 04g mol ™,
y que una unidad de anhidroglucosa tiene un PM=172 g mol”, se tendrian ~ 436 unidades
monomeéricas (residuos) por unidad molécula de la celulosa utilizada (en estado sélido).
Entonces, en este trabajo se tendria un Ag por residuo de:

Ag Ag/celulosa 490A?

- = ~1.12 A? id
residuo Residuos/celulosa 436residuos /residuo

A este respecto, el area molecular tedrica de un anillo pirandsico (muy similar a un
residuo) en la interfase se ha estimado en 60 A%'" Entonces, el area especifica por
residuo estimada en el presente trabajo es mucho menor a ésta estimacion teérica, y mas
aun, no es posible. Se ha interpretado que areas menores se deben a fuerzas
intramoleculares en la celulosa, que son muy fuertes como para permitir una dispersiéon

molecular completa,’® lo cual generaria la formacién de estados todavia plegados de la
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celulosa y que por lo tanto no existo otra posibilidad mas que salir del plano 2-D. Por
ejemplo, los derivados alifaticos de celulosa (ver Tabla 7) no presentan este
comportamiento, pues se considera que en ese tipo de moléculas el eje de las cadenas
alifaticas ocasionan la minimizacién de las fuerzas intermoleculares generadas por
puentes de hidrogeno, permitiendo una mejor dispersion. A este respecto, en este trabajo
se evalub el uso de CHCI; como cosolvente, pues tiene nulo poder acomplejante, y se
sabe que este tipo de solventes genera la dispersién de moléculas poliméricas, como el
polimetiimetacrilato, debido a interacciones de tipo acido-base.” El uso de este
cosolvente ocasion6 un aumento de ~ 3 veces en el Ag (resultado no mostrado), lo cual
apoyaria la hipotesis de la formacion de agregados que salen del plano 2-D interfacial.
Entonces, si se hace el supuesto de que en las peliculas de celulosa (sin cosolvente), las
moléculas del residuo anhidroglucosa se encuentran totalmente expandidas de forma
paralela a la interfase aire-agua, y que a ese nivel se encuentran totalmente dispersos,
entonces se podria considerar que se tienen estructuras con =~ 8 residuos de
anhidroglucosa en contacto con la interfase aire-agua, y estructuras de ~ 54 unidades de
anhidroglucosa saliendo del plano 2-D de la interfase aire-agua, aunque no es posible
conocer la disposiciéon espacial que tienen. La Figura 41 presenta un esquema de este

posible ordenamiento de la celulosa en la interfase aire-agua.

——— —-——

~ 54 residuos
anhidroglucosa

—_——

~ 8 residuos Figura 41. Esquema del posible ordenamiento

INTERFASE AIRE-AGUA anhidroglucosa | ge /a celulosa en Ia interfase aire-agua.

Por otra parte, las micrografias de MAB obtenidas a I1=0 mN m™” muestran
claramente el equilibrio entre la fase gaseosa y la fase condensada, pues se observan
areas obscuras y areas con dominios brillantes, respectivamente. A esta misma presién
superficial, pero a areas menores, se observa el crecimiento de la fase condensada, pero
con regiones con tonalidades de brillo distintas, que indican alturas distintas, debido,

probablemente, a la formacién de multicapas. En la micrografia siguiente, ya en la fase
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condensada (IT =10 mN m™), se observa una pelicula rugosa. Asi mismo, se observa la
formacion de granulos (zonas blancas, con mayor altura), probablemente debidos a la
agregaciéon del polimero celulésico, y también se observan “poros” (zonas oscuras); la
pelicula es homogénea en toda la extension de la superficie, (como se verificé moviendo
el lente por distintas regiones de la interfase). En este punto, la pelicula es rigida y no
presenta movimiento (no es fluida), lo que confirma el caracter de fase condensada.
Finalmente, a T1=20 mN m™, aparentemente la densidad de los granulos aumenta, es
decir, la pelicula se compacta, pero los microagregados conservan sus dimensiones, por

lo que se puede suponer que no aumentan de tamafo.

Molécula Mn Solvente Ag/residuo Trans. Colapso C Ref.
A (A? de fase (m mN™)
(gmol™) g
Celulosa 75,000 THF * 1 x 0.033 ESTE
microcristalina TRABAJO
Anillo piranésico 60 1 - - 159
tedrico
Etilcelulosa CHClI; (0.05% p/v) 66.5 1 v 0.011 50
Butil celulosa - CHCI5 (1 mg mL™) 60 1 v 0.02 158
Hexil celulosa - CHCIs (1 mg mL™) 86 1 v 0.02 158
Octil celulosa - CHCI; (1 mg mL™) 94 1 v 0.02 158
Dodecil celulosa - CHCIs (1 mg mL™) 113 1 v 0.02 158
Metil pentil celulosa - CHCI5 (1 mg mL™) 75 1 v 0.02 158
Docecil metil - CHCI; (1 mg mL’1) 75 1 v 0.02 158
celulosa
Trimetilsililcelulosa 70,000 Hexano 75, 1 v 0.005 54
(TMSC) 90 0.008 132

Tabla 7. Algunos valores de Ag para celulosa y derivados descritos en la literatura consultada. (#*) No es posible

determinarlo. (#* #) Algunas compresibilidades se estimaron directamente de las isotermas descritas en la referencia.

7.3.1.1. REVERSIBILIDAD DE LA ISOTERMA II-A DE CELULOSA

Los ciclos de recompresion se utilizan para investigar las interacciones
moleculares en las peliculas de Langmuir, evaluando uno o mas ciclos.”® Con estos
estudios se puede observar la histéresis y estabilidad de las peliculas, que indican el
grado de equilibrio o reorganizacion en la interfase.”’ Por lo tanto, en el presente trabajo
se realizaron estos ciclos para estudiar la estabilidad de las peliculas, asi como para
identificar las condiciones éptimas para realizar transferencias tipo Langmuir, (técnica que
se ha detallado con anterioridad).'® La Figura 42 muestra el comportamiento tipico que
presentaron las peliculas de celulosa, donde se observa una marcada histéresis de
expansion, que indica que la velocidad de expansion (15 mN m™) es ligeramente mayor
que la velocidad que le lleva al sistema recuperar su estructura original. Asi mismo, se
observa que el area por molécula del ciclo de expansion (Aexe) es de 400 A% sin embargo,

luego de dos minutos, la pelicula presenta el mismo comportamiento en la recompresion,
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pues las dareas especificas de compresion (Ac) y recompresidon (Ar) son de
aproximadamente 440 y 460 A? respectivamente, es decir, el area por molécula disminuy6
so6lo un 5% respecto al valor original.

20 T T T

-
o
T

RECOMPRESION

-
o
T

COMPRESI O N Figura 42. Ciclo de compresion-expansion-

compresion de la pelicula de celulosa en THF

a 24° C. Se depositaron 100 ul, y se

Presion Superficial/mN m™

comprimié y expandié a una tasa de 15 mm
EXPANSION min™, expandiendo inmediatamente después
de comprimir, y recomprimiendo luego de 2

minutos. Las flechas grises indican el sentido

\ N
NN\
Ane . Ar a4 AC o
! ! ! ! ! en que evoluciona la isoterma IT-A.
200 250 300 350 400 450 500 550 600

Area por molécula/A’

Los casos limite de este comportamiento son las moléculas que no presentan
ninguna histéresis de recompresién, por ejemplo, monocapas de acido estearico,”" o por
el contrario, moléculas semi-anfifilicas y no-anfifilicas que en general presentan una gran
histéresis. La histéresis se relaciona con distintos fenédmenos: (i) entrecruzamiento de las
cadenas, (ii) aumento subito de la subfase acuosa a través de la monocapa durante la
decompresion, (iii) solubilidad parcial del material de la monocapa, o (iv) reorganizacion
molecular.'®'" Entonces, aparentemente este tipo de fenémenos se presentan en esta
pelicula, pero en un grado moderado, pues el hecho de que una pelicula muestre poca
histéresis de recompresion, indica una similitud en la organizacién de las moléculas luego
del ciclo de recompresion. Mas aun, este comportamiento también indica un
esparcimiento espontaneo en la interfase, el cual es caracteristico de substancias que
tienen tensiones superficiales bajas, y tensiones interfaciales con el agua igualmente
bajas.'® Entonces, el estudio de reversibilidad indica que la pelicula es adecuada para
realizar depositos aun luego de una primera compresion, o en el caso de multidepdsitos
LB, sin que el trabajo lateral ejercido sobre la pelicula modifique la estructura del

biopolimero.
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En funcién de los estudios realizados a la pelicula de Langmuir de celulosa, se
puede descartar la formacién de una monocapa, pues se obtiene una pelicula que
presenta agregacion de moléculas de celulosa fuera del plano 2-D, ocasionada por la
formaciéon masiva de puentes de hidrogeno entre las anhidroglucosas constituyentes de
este biopolimero. Se definié la presion superficial de 10 mN m™ como la presion adecuada
para realizar depositos de celulosa, pues la pelicula es rigida, presenta una menor
rugosidad que a 20 mN m™ y es un punto intermedio de la fase condensada. Asi mismo,
la pelicula formada es lo suficientemente estable para realizar rutinas de depdésito mas
sofisticadas, como por ejemplo multidepédsitos, sin modificar sus propiedades de forma

importante.

7.3.2. ISOTERMA IT-A Y MORFOLOGIA DE LA PELICULA DE LIGNINA

La Figura 43, muestra la isoterma II-A tipica de lignina obtenida a partir de una
solucion en THF, a 24° C, y las micrografias MAB asociadas a las distintas condiciones de
la pelicula.

La isoterma muestra una transicién de fase, a muy bajas presiones superficiales
(I1=0 mN m™), entre una fase gaseosa y una fase condensada, hasta llegar a un valor de
~ 40 A% Lo cual coincide con todos los trabajos descritos, que solo observaron una
transicién de fase. A partir de valores de area por molécula menores a 35 R? se observa
un rapido incremento en la presion. La isoterma alcanza un valor de presion superficial
maximo de ~ 17 mN m™” sin manifestarse un colapso claro de la pelicula. El valor
promedio de area especifica, Ag obtenido fue de 35.46 + 0.66 A? por molécula de lignina,
y el valor de compresibilidad, C, es de 0.029 + 1.53x10° m mN™. Cabe notar que se
observdé una menor variabilidad en el valor de estos parametros que en el caso de
celulosa, lo cual podria indicar la posibilidad de una pelicula de fracciones de lignina de
bajo peso molecular.

Respecto a la ausencia de colapso observada, al igual que en el caso de la
pelicula de Langmuir de celulosa obtenida en este trabajo, podria indicar que se trata de
una pelicula con material muy agregado. Por otra parte, este comportamiento es distinto a
lo descrito en diversos trabajos (ver Tabla 10), y esto puede deberse a: (i) en las
referencias citadas, se trabajé con moléculas con mayor polaridad que las utilizadas en
este caso, (ii) el colapso se presentd a IT > 30 mN m™, la cual es una presién que no se
alcanzé en el presente trabajo, aunque una referencia describié colapso de la pelicula de

ligninaall~ 12 mNm™.%
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Area por molécula/A*
Figura 43. Isoterma [1-A tipica de lignina disuelta en THF y micrografias MAB asociados

a tres distintas presiones superficiales generadas por la pelicula

Respecto al area especifica obtenida, si se considera que el biopolimero utilizado
en el presente trabajo tiene un Mn=1x10* g mol”, y que una unidad fenil propano tipica
tendria un PM ~ 186 g mol™ (considerando una férmula minima tipo CgHgO2(OCH3)(OH)g s,
879 en teoria se tendrian 54 residuos fenilpropano (C,) por molécula de lignina (en
estado sélido). Entonces, el resultado obtenido en este trabajo indicaria que se tendria un
Ag de = 0.65 A? / residuo Co, lo cual no es posible. En este sentido, la literatura se han
descrito valores del area molecular tedrica de la unidad Cy de 25-100 A2 aunque en
general se describen Az de 10-20 A? por unidad C,."%7"7® Entonces, al igual que en el
caso de la pelicula de celulosa, el area especifica por residuo Cqy estimada en el presente
trabajo es menor que la tedrica. Esto puede deberse a varios factores: (i) en la literatura

se utilizan ligninas con pesos moleculares Mn del orden de 1,000 g mol™ (ver tabla 10), es




decir, una decima parte del Mn utilizado en el presente trabajo; (ii) de nuevo, e igual que
con la celulosa, es posible la formacion de estructuras que estan fuera del plano 2-D, lo
cual ocasionaria las areas por moléculas tan pequefias. Al igual que con la celulosa, el
uso de CHCI; ocasion6 un aumento en Ag, de 3 veces en este caso (resultado no
mostrado). Si se hace la misma simplificacién que en el caso de la pelicula interfacial de
celulosa, se podria considerar que para el caso de lignina, se tienen estructuras con ~ 2
residuos Cy en contacto con la interfase aire-agua, y estructuras de ~ 52 unidades Cq
saliendo del plano 2-D de la interfase aire-agua. La Figura 44 presenta un esquema de

este posible ordenamiento.

- -

~

~52
residuos Cq

~ 2 residuos C9 Figura 44. Esquema del posible ordenamiento

INTERFASE AIRE-AGUA de la lignina en la interfase aire-agua.

Respecto a la compresibilidad de la pelicula, ésta es menor que la estimada para
la pelicula de celulosa, lo que indica una pelicula interfacial mas empacada. Por otra
parte, el valor obtenido en este trabajo es similar al descrito para peliculas de Langmuir de
diversas ligninas técnicas (ver Tabla 8).

La microscopia MAB muestra que las zonas de fase gaseosa disminuyen al
acercarse a un valor de area por molécula de ~ 40 R2. Por otra parte, a presiones
superficiales IT~0 mN m™, las micrografias MAB muestran el equilibrio de entre la fase gas
y la fase condensada. La pelicula presenta dominios mas definidos de material agregado
que en el caso de la pelicula de celulosa, lo que respalda la hipétesis de una superficie
agregada en multicapas. En la fase condensada (IT=5 mN m™) se observa una pelicula
homogénea en un nivel, y por encima de éste nivel agregados con dimensiones del orden
de ~ 50-200 um de longitud. La pelicula muestra estos agregados en toda la superficie;

por otra parte, la pelicula no presenta movimiento. A IT1=10 mN m™” se observa que
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desaparece el nivel inferior liso presente a I1=5 mN m™, y se incrementa el nimero de los

agregados, aunque aparentemente no hay aumento en su tamafo.

Método de Mn Solvente Ae/ Colapso (o3 , Ref.
extraccion K] residuo m mN’
(g gmol”) o (m mN°)
Lignina kraft 10,000 THF * x 0.029 ESTE
TRABAJO
Unidad C9 tedrica 10-20 - - 70,71,156,76
Alcohol poli- DMA 17 0.01 74
coniferilico
Con metanol 60, 70 v 0.017,0.018 78,79
Con etanol 100 0.015 78
Con propanol 60, 50 0.013, 0.018 78,79
Con butanol 40, 45 0.018, 0.017 78,79
Con mezcla etanol- 1,400 Dimetilacetamida: 13 v 0.008 76
agua (1:1) 2,400 cloroformo
(DMA:CHCI3)
Con sosa caustica 1,100 DMA:CHCI3 14 x 0.012 76
Con acetona-agua- 1,300 DMA:CHCI3 11 x 0.007 76
acido sulfurico
Acetona-oxigeno 1,100 DMA:CHCI3 11 x 0.011 76
Acetona-oxigeno 1,190 DMA:CHCI3 40 v - 71
(20:80) (V/V)
Kraft 900 DMA:CHCI3 25 v - 71

(20:80) (V/V)

Tabla 8. Algunos valores de Ag para distintas ligninas técnicas descritos en la literatura. (*) No es posible determinarlo. .

(* *) Algunas compresibilidades se estimaron directamente de las isotermas descritas en la referencia.

Entonces, en funcién de toda esta informacién, y al igual que para la pelicula de
Langmuir de celulosa, se descarta la posibilidad de haber formado una monocapa. Toda
la evidencia experimental indica que se generé una pelicula con agregados fuera del
plano 2-D, y aunque no queda clara la conformacion del polimero en la interfase, se
observa que los agregados formados son de dimensiones mayores que los observados en

la pelicula de celulosa.

7.3.2.1. REVERSIBILIDAD DE LA ISOTERMA DE LIGNINA

Se ha observado que las monocapas de ligninas no alcanzan un equilibrio
verdadero, posiblemente a la reorganizacion en la interfase, por lo tanto, en este caso los
ciclos de compresion expansidn permiten estudiar las interacciones intermoleculares
lignina-lignina.”® Ademas, se pueden identificar condiciones 6ptimas para poder realizar
transferencias LB,'® pues estudios de estabilidad e histéresis permiten determinar las
condiciones 6ptimas de dep6sito.”’ Entonces, al igual que para el caso de la celulosa,
para estudiar la estabilidad de la pelicula de lignina, se realizaron ciclos de compresion-

expansion-compresion para identificar condiciones que permitan realizar transferencias
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tipo Langmuir. La Figura 45, muestra un ciclo de recompresién tipico de peliculas de

Langmuir de lignina obtenidas en este trabajo.

20 T T

RECOMPRESION

COMPRESION

Presién Superficial/mN m”

EXPANSION
Figura 45. Ciclo de compresion-

expansion- recompresion a la pelicula

de lignina.
20 24 28 32 36 40

Area por molécula/A®

Se observa que la velocidad de expansién (10 mm min™) es aproximadamente la
misma que le lleva al sistema recuperarse, por lo que a diferencia de la pelicula de
celulosa no se presenta histéresis de expansiéon. Por otra parte, se observa que existe
histéresis de recompresién, pues el area por molécula aumentd ~ 10%. Este resultado es
contrario al descrito por Pereira,”® quien describié una reduccién (mayor empacamiento)
de aproximadamente 20% (a I[1=10 mN m™) del area molecular de recompresion, la cual
atribuy6 a la formacion de agregados estables. También, Luner'® reporté la disminucion
del area de recompresioén, la cual atribuyé a la formacién de puentes de H entre la lignina
y el agua, y consideré que posiblemente las peliculas son metaestables debido al
reordenamiento de las moléculas de lignina en la interfase, y no debido a su disolucién en
la subfase. Como sea, aunque estos dos trabajos describen disminucion, y no aumento
como se observo en el presente trabajo, las hipdtesis planteadas respecto a la histéresis
como tal, son igualmente validas para el presente caso, pues se podria considerar, en
funcién de las micrografias MAB, la formacidon de agregados estables, es decir, al
contrario de la pelicula de celulosa, ésta pelicula no presenta una tendencia a dispersarse
espontaneamente en la interfase, pues es mas susceptible a cambios en su conformaciéon

en funcién del trabajo lateral aplicado. Entonces, si se utiliza la misma presion de depoésito
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definida para celulosa (10 mN m™) debera tenerse en consideracién que la pelicula

cambia para ciclos consecutivos.

En funcién de los estudios realizados, se puede considerar que la pelicula
presenta agregacion de moléculas de lignina fuera del plano 2-D, ocasionada
posiblemente por la formacién de puentes de hidrégeno entre las unidades fenilpropano
constituyentes de este biopolimero. A 10 mN m™ la pelicula es rigida, aunque presenta
una menor estabilidad para realizar rutinas de depdsito mas sofisticadas, sin modificar sus
propiedades de forma importante. La pelicula es menos compresible que la de celulosa,

segun indica su compresibilidad y la histéresis de recompresién que presenta.

7.3.3. ISOTERMA IT-A Y MORFOLOGIA DE LA PELICULA LIGNO-CELULOSICA

Debido a que el objetivo era formar peliculas de Langmuir lignocelulésicas, se
evaluo el comportamiento de mezclas de celulosa y lignina en la formacién de peliculas
en la interfase aire-agua. Para maximizar el efecto que tiene sobre la morfologia la
interaccion de los dos biopolimeros, se analizd el comportamiento de una mezcla
equilibrada celulosa:lignina 50:50 (p/p) con microscopia MAB, a 24 ° C y una velocidad de
compresion de 15 mm min™. La Figura 46 muestra la isoterma y las micrografias MAB
asociadas a ésta. La pelicula presenta una sola transicién de fase, con un valor de area
especifica, Ag de 189 + 14 A? por molécula, y de compresibilidad, C de 0.028 + 0.03 m
mN™. Por otra parte, la pelicula no presenta colapso a la presién experimentada. El valor
de Ag obtenido es intermedio al observado para las peliculas de solo uno de los
biopolimeros, sin embargo, el valor de compresibilidad no muestra esta tendencia. El
comportamiento de Ag, asi como el hecho de que la pelicula presente una sola transicién
de fase, podria indicar que los biopolimeros presentan un comportamiento miscible entre
Si.

La microscopia MAB muestra la formacion de agregados con tamafios desde
algunos um hasta otros de mas de 200 um en la fase de equilibrio entre la fase gaseosa y
la fase condensada (IT=0 mN m™). A presiones de ~ 0 mN m™, se generaron agregados
con un comportamiento similar al presentado por la pelicula de lignina, por lo que se
podria argumentar que tal vez los agregados mayores se tratan predominantemente de
este biopolimero y no de celulosa. En la fase condensada (IT=5 mN m™) se observa una
superficie rugosa, que no es homogénea, pues presenta zonas con agregados o

“‘granulos” de tamafio relativamente pequefio, y zonas con agregados mas grandes,
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algunos del orden de 100 um. En estas condiciones, se observa un comportamiento que
podria considerarse intermedio entre los dos polimeros, pues por una parte se observan
los agregados grandes caracteristicos a la lignina, como también la estructura de “poros”

y “granulos” observada en la pelicula de celulosa. Por otra parte, la pelicula es rigida.

Presién Superficial/mN m™

| | | | | 1

0 100 200 300 400 500 600 700
Area por molécula/A®

Figura 46. Isotermas I1- A y micrografias MAB de la morfologia de la pelicula
de lignina-celulosa 50:50,( p/p) a distintas presiones superficiales.

A T1=10 mN m”, la pelicula muestra un empaquetamiento de los granulos
pequefios, sin que su tamafo aumente, y el crecimiento de ciertos agregados, llegando a
dimensiones de ~ 200 um. La estructura de poros y granulos, que presenta el mismo
comportamiento observado para la celulosa, es decir, un mayor empacamiento de los
granulos, sin aumentar las dimensiones individuales de éstos. Entonces, posiblemente los
biopolimeros tienden a formar agregados de dimensiones mayores a los que presentan en

peliculas de Langmuir de forma independiente. A este respecto, existen dos posibilidades,
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que se trate de agregados de lignina que crecieron debido al aumento de presion lateral.
Sin embargo, esta hipodtesis seria contraria al comportamiento observado en estudios de
simulacion molecular,® y de mezclas de estos compuestos en estado sélido,®® donde se
observé que la celulosa en presencia de grupos aromaticos muestra la tendencia a
aglomerarse, es decir, que los aglomerados de mayor tamafio serian de celulosa. Por otra

parte, a estas condiciones la pelicula mantiene un caracter rigido.

7.3.3.1. REVERSIBILIDAD DE LA ISOTERMA IT-A DE MEZCLA LIGNOCELULOSICA

La pelicula de mezcla lignina-celulosa en proporcion 50:50 mostré un valor de Ag
de recompresion ~ 5% distinto al observado durante la primera compresién. Por otra
parte, se observa una compresibilidad ligeramente mayor (= 5%). Entonces,
aparentemente esta pelicula muestra un comportamiento similar a la celulosa durante

ciclos de recompresion.

Debido a que estos resultados mostraron una aparente miscibilidad de los
biopolimeros, se realizé6 un estudio mas detallado de las interacciones de atraccién o

repulsién que estos biopolimeros pudieran presentar en la interfase aire-agua.

7.3.4. MISCIBILIDAD DE LOS BIOPOLIMEROS

Se estudié la interaccion de los dos biopolimeros en la interfase aire agua,
produciendo mezclas de las soluciones de celulosa y lignina, ya sea produciéndolas
previamente para después gotearlas en la interfase, como produciéndolas directamente
en la interfase. Para las mezclas formadas en la interfase el procedimiento es producir
una pelicula de un biopolimero, y posteriormente se afiaden volumenes de solucién del
otro polimero para generar distintas mezclas en la interfase aire-agua. Las mezclas
celulosa:lignina producidas previo a gotearlas fueron 70:30 y 80:20 (peso/peso), mientras
que las peliculas producidas directamente en la interfase fueron en incrementos de
composicion de lignina desde X =0 y hasta X c=0.9. La Figura 47 muestra las isotermas
IT-A obtenidas para las mezclas mencionadas. Se observa que respecto a la forma de la
isoterma T1-A, aparentemente se trata de peliculas donde hay un grado de interaccién en
la interfase entre los dos polimeros, pues no se observan dos transiciones de fase,
mismas que indicarian una repulsién entre los polimeros, que ocasionaria dos fases

condensadas independientes una de la otra.
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Figura 47. Isotermas IT-A de las mezclas evaluadas en la interfase aire-agua. La isoterma de lignina, y las isotermas
con marcadores ®-y ®& (Xcg,=0.7 y 0.8) corresponden a las mezclas formadas en bulto.

Por otra parte, el comportamiento de una mezcla generada en bulto, o una
generada directamente sobre la interfase es muy similar, pues las isotermas para las
composiciones Xcg =0.8 y 0.7, coinciden en la tendencia mostrada por las isotermas
correspondientes a una mezcla generada en la interfase directamente. Entonces, se
podria considerar que las mezclas preparadas por uno u otro método son analogas.
Ademas, este resultado indica que las peliculas formadas con soluciones de celulosa
principal o totalmente, se esparcen espontdneamente en la interfase.

La Figura 48 muestra los perfiles promediados de cambio en area por molécula y
compresibilidad de las mezclas lignoceluldsicas obtenidas en la interfase aire-agua en
este trabajo. Se observa que al aumentar la composicion de celulosa en las mezclas, el
valor de Az aumenta, y sigue esta tendencia para todas las composiciones evaluadas. Por
otra parte, la compresibilidad muestra una tendencia a disminuir en su valor. Esta
tendencia continia hasta valores de mezclas equilibradas (50:50), y entonces se presenta
un aumento, para después continuar con la tendencia a disminuir. Este comportamiento
posiblemente se debe a los agregados formados a composiciones equilibradas de ambos

polimeros.
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Para analizar la miscibilidad de mezclas en la interfase aire-agua, se estima
cualitativamente el caracter miscible de dos moléculas observando la desviacion que la
mezcla presenta respecto al comportamiento de una mezcla ideal, en la cual los
componentes serian inmiscibles entre si, lo que ocasionaria que su area por molécula
fuera la suma algebraica del area que ocupa una molécula por el numero de moléculas
presentes en el plano 2D. Este concepto tedrico (conocido como “regla de la adicién”) ha
sido utilizada para mezclas de surfactantes,'®? y polimeros,'® y se utilizé para analizar la
mezcla de biopolimeros estudiada en este trabajo.

El area promedio por molécula de una monocapa de una mezcla de dos
componentes puede ser comparada con aquella de una mezcla ideal a una cierta presién

superficial para obtener el area en exceso (Aex).'""®

Aex = Ay; — (X141,X34;) ---(14)

donde A, es el area por molécula de la mezcla, medida experimentalmente, A; y A, son
las areas por molécula de las peliculas puras de los componentes 1y 2 respectivamente,
y X1y Xz son las fracciones molares de los componentes en la monocapa mezclada.
Entonces, si se formara una monocapa con una mezcla ideal, el area en exceso seria
cero y una grafica de A, en funcién de X; a cierta presién superficial, seria una linea
recta. Cualquier desviacion de una linea recta indicaria miscibilidad, o por el contrario
repulsién entre los dos compuestos. Por otra parte, segun la ecuacién 14, una mezcla

ideal ocasionaria valores de Aex=0 a cualquier composicion. Asi mismo, valores de Aex>0
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implicarian repulsiéon (areas mayores a la suma de las areas individuales), y por lo tanto,
valores de Aex<0 indicarian miscibilidad. La Figura 49 muestra la tendencia del area por

molécula y del Aex, en funcidon de la fraccion de XceL. en la mezcla y de la presion
superficial.
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Figura 49. (a) Area por molécula en funcién de la composicién de peliculas mezcladas de lignina y celulosa a distintas
presiones superficiales. (b) Area exceso en funcién de la composicién de peliculas mezcladas de lignina y celulosa a

distintas presiones supefficiales; la linea punteada indica el comportamiento de una mezcla ideal.

En la Figura 49-a se muestra el cambio en el area por molécula de las peliculas de
distintas mezclas, a distintas presiones superficiales. A todos los valores de presion
superficial (IT) se observa un comportamiento que difiere del area tedrica (linea
punteada). Por otra parte, la Figura 49-b muestra las curvas de Aex, a distintas presiones
superficiales, en funcién de la composicion de la mezcla. Se observa un claro
comportamiento de miscibilidad, pues se tienen siempre valores de Aex<0. Se observa
que para composiciones donde predomina uno de los componentes, el grado de
miscibilidad es independiente de la presidn superficial, lo cual es razonable. Por otra
parte, se observa que para composiciones equilibradas (50:50) el comportamiento se
aleja mas de la idealidad, y también, que esta desviacibn es mas pronunciada para
presiones superficiales bajas. Esto indica que la miscibilidad de los compuestos es mayor
maximizando la composicion de los dos compuestos, y que a presiones menores son mas
miscibles, lo cual podria relacionarse con la estructura molecular de los biopolimeros, asi
como con su disposicién espacial en la pelicula de Langmuir.

Por otra parte, para mezclas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y colesterol se

han descrito valores de Aex de ~ - 10,"®? es decir, un orden de magnitud menores que los
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obtenidos con la mezclas lignocelulésicas. Esto podria ser indicativo de que la miscibilidad
observada en el presente trabajo estd relacionada con el tamafio de las moléculas
presentes en la mezcla. Asi, si la interaccion entre los dos biopolimeros fuera causada por
puentes de hidrogeno, un tamafio molecular mayor favoreceria el ensamble masivo entre
los biopolimeros mediante este tipo de interaccidon. Por otra parte, el caracter miscible tan
marcado que se observo entre estos biopolimeros es un resultado que resulta l6gico, toda
vez que su emsamble se da de forma natural en los tejidos vegetales, para darles rigidez

y estabilidad.

7.3.5. ESTABILIDAD DINAMICA DE LAS PELICULAS DE LANGMUIR

Las pruebas de estabilidad se realizaron para evaluar la posibilidad de fabricar
peliculas tipo Langmuir utilizando estos compuestos. La prueba consiste en comprimir las
peliculas de Langmuir hasta una presién superficial definida, en la fase condensada, y
entonces registrar el desplazamiento de las barreras para mantener esa presion
superficial constante en un intervalo de tiempo, es decir, se construyé una curva de
relajacion a presion constante. Una mayor estabilidad se puede atribuir a peliculas que
presenten una disminucién menor de area en un cierto periodo de tiempo.”® En este
trabajo se estudio el comportamiento de relajacién de las peliculas de celulosa, lignina y
las mezclas celulosa:lignina 70:30 y 80:20 a una presiéon constante de 10 mN m™. Para
normalizar todas las curvas, en la Figura 50 se presenta el eje ordenado como el cociente
del area en cualquier instante (A) sobre el area inicial (Ag). En esta figura se observa que
todas las peliculas evaluadas presentan una reduccién de area interfacial de 35-40% en el
intervalo de tiempo experimentado, y que la pelicula de celulosa es la mas estable, la de
lignina la menos estable, y que las mezclas presentan un comportamiento intermedio de
estabilidad.

La inestabilidad observada se puede deber a dos posibilidades: (i) las peliculas se
encuentran en un estado metaestable en la interfase; o (ii) se estan disolviendo en la
subfase. El hecho de que la pelicula de celulosa sea mas estable que la de lignina seria
explicado entonces en funcién de la solubilidad de los biopolimeros. Por otra parte,
respecto a la lignina, se ha interpretado que este comportamiento de inestabilidad en la
lignina se debe a una etapa de reordenamiento molecular en la interfase, mas que a la
solubilizacion del polimero.”® En ese estudio se observd que la lignina es menos estable
mientras mas grupos polares presenta, y que presenta una disminuciéon del 40% del area

inicial durante las primeras dos horas.
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El comportamiento de estabilidad intermedio observado para las mezclas
celulosa:lignina podria explicarse en funcion de la miscibilidad de estos biopolimeros
observada previamente, que ocasionaria que la lignina al agregarse con la celulosa fuera
estabilizada en la interfase aire-agua. Finalmente, se observa que aparentemente la
pelicula con mayor contenido de lignina presenta dos fases de comportamiento, una inicial
donde el cambio presenta la misma cinética que la pelicula de lignina, y una segunda fase
donde comienza a estabilizarse. Esto podria deberse a las moléculas de lignina que no

estuvieran estabilizadas en forma de agregados lignocelulésicos.

En funcién de los estudios realizados a las peliculas de Langmuir de celulosa,
lignina y mezclas lignocelulésicas, se puede considerar que los biopolimeros tienden a
esparcirse en la interfase de forma espontanea, y que presentan una gran miscibilidad, la
cual ocasionaria los comportamientos intermedios en Ag, morfologia, histéresis de

recompresion y estabilidad en la interfase, para las mezclas lignocelulésicas.

7.4) SUPERFICIES LIGNOCELULOSICAS MODELO

Se realizaron depoésitos LB de las peliculas de Langmuir de celulosa sobre las
superficies silanizadas, y en todos los casos se observaron tasas de transferencia altas,
(T+ = 0.85). Sin embargo, estas superficies presentaron la formacién de agregados de
celulosa macroscopicos, formados posiblemente debido a la rigidez de la pelicula
observada en MAB, la cual favoreceria la formaciéon de estos agregados por el esfuerzo

cortante del deposito LB. Entonces, en funcién de estos resultados se descart6 este tipo
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de depésito, y se realizaron pruebas preliminares con depésitos Langumir-Schaeffer (LS),
obteniendo superficies sin la formacion de estos agregados, y con tasas de transferencia
de T+ = 0.95 en todos los casos. Por lo anterior se decidi6 utilizar el depoésito LS en este
trabajo para generar superficies modelo de celulosa, y por lo tanto, esta técnica se utilizé

también para las superficies de lignina y mezclas lignocelulésicas.

7.4.1 MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA
7.4.1.1. SUPERFICIE MODELO DE CELULOSA

La Figura 51 muestra las micrografias de altura y fase de superficies LS de
celulosa sobre SiO, silanizada con APTS (SiO,/APTS) obtenidas por microscopia de

fuerza atémica (MFA).

Figura 51. Micrografias de superficie LS de
celulosa de 1 um?, de altura (a), y fase (b);
micrografias de 300 nm? de altura (c), y
fase (d).

Se observa que en las imagenes de fase, la superficie muestra una estructura de
pequefios granulos, con un tamafio del orden de 30-50 nm. Esta estructura es muy
similar, a la descrita por Kontturi, obtenidas al regenerar una superficie de
trimetilsililcelulosa (TMSC), en un ambiente &4cido.””'"® En ese trabajo las superficies
fueron descritas como ordenadas, y se consideré que el ordenamiento se debia a los
grupos -OH de la celulosa, que contribuyen a uniones intra e intermoleculares. Esto
coincide con lo reportado por Yokota,'®® que sugiri® que una estructura de este tipo se

debe a la interaccion entre la celulosa y el substrato utilizado.
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Por otra parte, las superficies de celulosa obtenidas en este trabajo no muestran
orientacion, como era de esperarse en funcién de la técnica de depésito utilizada. Esta
caracteristica representa una ventaja, pues las peliculas con orientacion (como las
obtenidas por depésito por giro o LB) presentan fenémenos de birrefrigencia
(descomposicion de un haz de luz por un objeto en dos haces perpendiculares) que las
hacen poco adecuadas para algunas técnicas de analisis superficial, como por ejemplo
medicién de fuerzas superficiales.'®®

Respecto a la cobertura del substrato solido, en la region analizada, la celulosa lo
cubre totalmente totalmente, toda vez que no se observan “huecos”, como los descritos
en las superficies de una sola capa de celulosa regenerada a partir de TMSC descritas
por Tammelin,"*? las cuales requieren hasta 15 depoésitos LS para lograr una cobertura
similar a la obtenida en el presente trabajo. La Tabla 9 presenta valores de rms para

superficies de celulosa descritas en la literatura consultada.

Molécula Peso Solvente Substrato Técnica rms Ref.
molecular (nm)
(g mol™)
Celulosa 7.5x10° THF SiO,/APTS LS 2.25 ESTE
microcristalina TRABAJO
Celulosa regenerada - DMAV/LICI —»> Poliestireno (disco LS, 15 0.8 132
(de TMSC) CHCl, QCM) capas
Regenerada - CHCls; Poliestireno LS 0.9 170
Regenerada - - SiO,/Diclorometil silano LS 0.5 69
Celulosa - DMAC/LICI SiO; Por giro 3.8 166
microcristalina (1g L'1) (4000 rpm)
Celulosa - DMAC/LICI SiO; Por giro 2 167
microcristalina (0.4 %peso) (3000 rpm)
Celulosa - NMMO/DMSO SiOy/polivinilamina Pelicula 3.88 168
microcristalina (2% peso) (PVAm) abierta
Celulosa - NMMO/DMSO SiOy/PVAmM Por giro 2.91 168
microcristalina (2500 rpm)
Celulosa - NMMO/DMSO SiO,/PVAM Por giro 2.6 65
microcristalina (5000 rpm)
Celulosa 1.6x10° NMMO/DMSO Silicén/Polivinilamida Por giro 5 55
(PVAM) (2500 rpm)
Pulpa extraida con - NMMO/DMSO SiO2/poliacrilamida Por giro 13 169
acetona (1% de celulosa) glioxalada (G-PAM) (3500 rpm)
Pulpa sulfito - Agua (0.4g L™ SiO./APTS Por giro 3.3 170
(3000 rpm)
Nanocristal de - Agua SiO; Pelicula 21 171
algodén/celulosa abierta
Celulosa (extraccion - Agua Silicén Por giro 5.3 172
acida papel (4000 rpm)
Whatman)
Nanocristales de - Agua SiO,/PVAmM Pelicula 10.2 170
celulosa (Whatman) abierta
Nanofibras de carga - Agua (0.4gL™) SiO,/APTS Por giro 4 173
baja (de pulpa sulfito) (3000 rpm)

Tabla 9. Algunos valores de rms para distintas superficies de celulosa y derivados descritos en la literatura consultada.

Finalmente, considerando la técnica de depésito utilizada (LS), se obtuvo un valor

alto de rugosidad (rms=2.25nm), en comparacioén a los valores descritos en la literatura al
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utilizar la misma técnica (ver Tabla 9). Sin embargo, en esos casos también se utilizd
TMSC que posteriormente se regener6 a celulosa, lo cual, segun algunas

referencias, '°%167¢°

genera superficies mas planas que cuando se utiliza directamente
celulosa. También, en la Tabla 11 se observa que para referencias que utilizaron el mismo
tipo de celulosa microcristalina y substrato solido (SiO,), pero distinta técnica de depdsito,
se han descrito valores de rms parecidos al obtenido en este trabajo. Se aprecia también
que la eleccion de la molécula de anclaje al parecer determina la rugosidad de la
superficie, asi, los valores mas altos de rugosidad estan asociados a polimero de anclaje
como cloruro de polivinilamida (PVAm). Por otra parte, con nanofibras y nanocristales se
han descrito valores en un rango de 2 a 4 nm; y para el caso de superficies obtenidas con
pulpa de celulosa, valores en un intervalo que llega hasta valores de rms de 10 nm. Todo
lo anterior indica que el APTS aparentemente funciond bien para obtener superficies
relativamente planas. Asi mismo, el valor de rms obtenido en este trabajo estaria en
concordancia con lo observado por MAB, en donde se observa que la celulosa se
encuentra en una conformacién de multicapa en la interfase en el momento del depésito.
A pesar de lo anterior, se puede considerar la superficie obtenida en este trabajo como

relativamente plana a nivel nanométrico. *>'%®

7.4.1.2. SUPERFICIE MODELO DE LIGNINA

La Figura 52 muestra las micrografias de MFA de altura y fase de las superficies
de lignina. Se observa que la estructura de la superficie de lignina no presenta agregados,
no tiene orientacion y cubre totalmente al substrato en la regién analizada. Esto es un
comportamiento distinto a superficies reportadas en la literatura, como la reportada por
Norgren,® y Notley,3"iErrer! Marcador no definido. | o5 ¢)ales presentaron agregados del orden de
10-20 nm. Por otra parte, respecto a la rugosidad, las superficies de lignina obtenidas en
este trabajo presentaron un valor de rms de 1.36. A este respecto, se han descrito
superficies LB con una rms de ~ 0.3 nm, aunque en esos casos se asocio su bajo valor de
rugosidad a que debido al tipo de método de extraccién (como etanol o acetona-oxigeno)
las ligninas contenian un mayor nimero de grupos —COOH, ejemplos como estos se
observan en la Tabla 10. El no observar valores de rms mayores a 3 nm, indica que para
el caso de las superficies obtenidas en este trabajo no se presentd la formacién de
agregados elipsoidales perpendiculares al substrato, fendbmeno asociado a grosores

mayores en la literatura.®
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Figura 52. (a) Micrografias MFA de altura
y fase de superficie LS de lignina. (a) Altura
y (b) fase de 1 um2. (c) Altura y (d) fase de
1 um2; (e) altura y (f) fase de superficie de
300 nm”.

Las superficies obtenidas en este trabajo se pueden considerar como poco
rugosas y podrian mostrar potencial para mediciones de fuerzas pues rugosidades
mayores ocasionan contactos asperos entre la superficie y los instrumentos, lo que limita

la sensibilidad instrumental.iError! Marcador no definido.”® Por otra parte, se obtuvo una

superficie con una rugosidad menor a la observada para celulosa (= 2.25 nm).

Molécula Substrato Depésito rms (nm) Referencia
Lignina kraft SiO; LS 1.36 ESTE TRABAJO

Lignina de sacarificacion LB (5 capas) 3.8 77
Lignina etanol LB (5 capas) 0.24 77

Lignina kraft de madera blanda Si02 - 14,11 80, iError!

Marcador no

definido.
Lignina acetona-oxigeno LB (5 capas) 0.3 76
Lignina soda LB (5 capas) 1.25 76
Lignina kraft SiO; activada 1-2 81
Lignina 1 75

Tabla 10. Algunos valores de rms de supefficies de distintas ligninas técnicas descritos en la literatura consultada.

7.4.1.3. SUPERFICIE LIGNOCELULOSICA MODELO

Se caracterizd en microscopia AFM una superficie obtenida mediante depdésito LS
(@ T1=10 mN m™) a partir de una pelicula de Langmuir de mezcla celulosa:lignina en
proporcién (70:30). A escalas relativamente grandes (5 pm?), esta superficie presenté una

estructura completamente distinta a la observada en las superficies de los biopolimeros
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de manera individual en micrografias de esa escala, pues la superficie de mezcla
present6 estructuras del orden de micras, que podrian describirse como globulares. La
Figura 53 muestra las micrografias de altura y fase de AFM de las superficies de la

mezcla lignocelulésica con Xcg =0.7 y X ,c=0.3 a areas de 1y 0.3 pmz.

Figura 53. Micrografias MFA a superficie
modelo de mezcla lignina:celulosa (30:70);
Micrografias de 1 um® (a) de altura, y (b)
de fase; micrografias de 300 nm’ (c) de

altura, y (d) de fase.

Se observa que en la regidn analizada, el material cubre totalmente el substrato de
APTS, y que no presenta ninguna orientacion. Por otra parte, La micrografia de fase de 1
um? presenta una estructura similar a la reportada por Gunnars, obtenida a partir de pulpa
con el sistema de solventes NMMO/DMSO.**

Respecto a la rugosidad, la superficie de la mezcla presenta un valor de rms de
1.3 nm (en las regiones planas), el cual es un valor de rugosidad mas aproximado a las
superficies de lignina que a las de celulosa. El comportamiento de agregacion observado
en las micrografias MFA fue consistente con el observado con la microscopia MAB. Este
comportamiento seria evidencia de que la interaccion de miscibilidad de los dos

compuestos permanece una vez realizado el depdsito sobre un substrato sélido.

CONCLUSION MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA
Las superficies lignoceluldésicas modelo obtenidas en este trabajo presentan una

cobertura total del substrato. Ademas, muestran una estructura sin orientacién adecuada

para diversas técnicas de analisis de superficies, como por ejemplo medicién de fuerzas
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superficiales. La superficie de celulosa resulté mas rugosa que la de lignina, y que las
reportadas con anterioridad en la literatura especializada para el tipo de depésito LS. Por
otra parte, en el caso de la lignina se obtuvo un valor de rms del orden de los descritos en
la literatura. La mezcla lignocelulésica mostré caracteristicas particulares, probablemente
ocasionadas por la miscibilidad observada entre los dos biopolimeros en los estudios en

la interfase aire-agua.

7.4.2. MICROBALANZA DE CUARZO CON DISIPACION

Tanto en la literatura como en este trabajo, la morfologia de las superficies se
caracterizé en aire, un ambiente que no es representativo de las condiciones acuosas de
hidrolisis, pues se han descrito cambios en la conformacion de las superficies una vez que
se hidratan.®® Debido a esto, se considero el estudio de estabilidad de las superficies
lignocelulésicas modelo en medios acuosos por medio de la MBC-D.

En este trabajo se estudi6 la estabilidad de las superficies lignoceludsicas modelo
obtenidas en un medio acuoso, a distintos valores de fuerza iénica. Se decidi6 utilizar
estas condiciones pues de esa manera se puede evaluar de mejor forma la estabilidad de
una pelicula polimérica. Por ejemplo, superficies similares (celulosa regenerada) bajo
condiciones de fuerza idnica presentan un comportamiento de desequilibrio al incrementar
la concentracion de electrolito, que causa a su vez un incremento en el pH dentro de la
superficie (efecto Donnan)'’®, lo que ocasiona que las superficies se encojan o hinchen de
forma incontrolada, o que se disuelvan.®* De modo que evaluar las superficies en estas
condiciones permite caracterizar su comportamiento para eventualmente realizar

mediciones confiables.

7.4.2.1. SUPERFICIES MODELO DE CELULOSA

Del mismo modo a como se hizo con el depésito de APTS, se determiné el grosor
de la pelicula de celulosa con la QCM-D y se caracteriz6 su estabilidad en agua y a
distintos valores de fuerza ionica. A continuacién se muestran los perfiles de AF; y AD; en

funcion del tiempo, a distintas concentraciones de NaCl.

EN AIRE

Las superficies de celulosa obtenidas en este trabajo mostraron ser inestables en
aire (resultado no mostrado), pues se observé un incremento en el valor de AF, lo cual
indica que se perdié material debido a la oscilacién del disco de cuarzo. A este respecto

superficies LB de celulosa mostraron ser muy fragiles e inadecuadas para mediciones en
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aire.®® En el caso de las superficies de este trabajo, obtenidas mediante deposito LS, se
podria atribuir esta inestabilidad a un posible exceso de material no removido en los

enjuagues posteriores a la produccién de la superficie.

MEDICIONES EN MEDIO ACUOSO

La Figura 54 muestra el perfil de AF; y D3 de una superficie de APTS y una de
celulosa en agua. La diferencia de AF; presentado por las superficies de APTS y celulosa
indican la cantidad de masa (celulosa) que hay por unidad de area (superficie activa

silanizada).

1280 ——————1———— . — ——7—— 180

== AF APTS

AF CELULOSA
1260 N\ - 175

L0LX°a

[ ~- 65 Hz ——DAPTS
1220 - 165

-1200 160

Figura 54. Acercamiento a perfil de AF; y Ds
para celulosa y APTS en medio liquido.

16 18 20 22 24 26
Tiempo/minutos

La diferencia AFapts — AFceluiosa = - 65 Hz, implica una Amsayerbrey = 3.84 MPceluiosa M
2 Entonces, considerando el area de superficie activa silanizada de 1.933x10° m?, esto
implica que hay 7.5 x10° MQceuosa = 75 NQcewosa SObre la superficie de APTS. Para
estimar el grosor de la pelicula, se considera una densidad para la celulosa tipo Il de
1.582 x10°® mg cm™,"* que implica suponer que la pelicula recupera la estructura cristalina
que originalmente tenia la pulpa. Entonces, utilizando la ecuaciéon de Sauerbrey, el grosor
estimado de la superficie de celulosa es dsayerbrey-celuiosa = 2.43 Nm. La Tabla 11 presenta
valores de grosor de algunas superficies de celulosa similares a la obtenida en este
trabajo, reportadas en la literatura consultada. Se puede observar que el grosor estimado
para las superficies de celulosa obtenidas en este trabajo es en general, menor a los
valores descritos previamente. Por otra parte, se encuentra en el rango de algunas
superficies de celulosa regenerada a partir de TMSC, lo cual concuerda con la

microscopia MFA.
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Molécula Peso Solvente Substrato Técnica Grosor Ref.
molecular (nm)
(g mol™)
Celulosa 7.5x10° THF SiO./APTS LS 2.43 ESTE
microcristalina TRABAJO
Celulosa 1.6x10° NMMO/DMSO Silicon Spin coat. 2 55
Celulosa 1.6x10° NMMO/DMSO SiO; Spin coat. 37 55
Celulosa Tolueno Silicon Spin coat. 20 175
regenerada (de (3000 rpm)
TMSC)
Regenerada CHCl; Silicon Spin coat. 35 175
(3000 rpm)
Regenerada CHCI3 (0.7 mg mL-1) Si02/Octadecil LB 24 176
trimetoxi silano (6 capas)
Regenerada CHCI3 (0.7 mg mL-1) Si02/0DTMS LB 10.4 176
(20 capas)
Regenerada - CHCls Poliestireno LS 10-15 170
Regenerada - - SiO,/Diclorometil LS 17.8 69
silano (DCMS)
Celulosa - NMMO/DMSO SiO2/PVAmM Spin coat. 11 65
microcristalina (5000 rpm)
Celulosa - DMAC/LICI Si02 Spin coat. 7 167
microcristalina (0.4 % peso) (3000 rpm)
CELULOSAII - NMMO/DMSO SiO,/Polietilen Spin coating 325 69
(pulpa de acetona) imina (PEM)
CELULOSAI - DMAC/LICI SiO; Spin coating 53.8 69
(pulpa de metanol)
Pulpa extraida con - NMMO/DMSO (1% SiO2/poliacrilamida  Spin coating 160 169
acetona de celulosa) glioxalada (G- (3500 rpm,
PAM) 50° C)
CELULOSA | - Agua SiO./APTS Spin coating 11.9 69
(3000 rpm)

Tabla 11. Algunos valores de grosor de superficies de celulosa reportadas en la ltieratura.

ESTABILIDAD EN AGUA

El comportamiento de estabilidad y absorcién con reblandecimiento (hinchamiento)
de las superficies de celulosa en agua es analizada con la MBC-D pues permite obtener
informacién sobre la estabilidad de las superficies en este ambiente, e inferir la posible
estructura de la superficie. Respecto al primer punto, la estabilidad de la superficie de
celulosa en un medio acuoso es relevante pues determina su potencial uso en la MBC-D,
0 en ofras técnicas de caracterizacion de superficies. Por otra parte, la estructura amorfa
o cristalina, y el grado de hinchamiento que pueda presentar, pueden resultar factores
criticos para mostrar el potencial uso de las superficies en estudios de actividad
enzimatica, pues si nho presenta hinchamiento, no se genera un microambiente acuoso y
con area superficial alta, que es el adecuado para la actividad enzimatica, y por lo tanto
no son susceptibles a degradacién enzimatica.***’

En la Figura 54 se observa que la superficie de celulosa se mantuvo constante en
un valor de AF; ~ -1,255 Hz en agua. Es decir, no se presenta un decremento de masa
(un aumento en el valor de AF), lo que indica que no se esta perdiendo material en el

medio liquido, a diferencia de lo observado en aire. En este mismo intervalo de tiempo el
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valor de disipacién se mantuvo también constante en ~ 170x10° unidades de disipacion
(u.d.), lo cual supone 7 u.d. mas que la disipacion de la superficie de APTS, indicando que
la superficie celulésica modelo es mas blanda que la de APTS en esas condiciones.
También, el valor de disipacién obtenido es muy similar (de 5 a 10 u.d. mayor) al descrito
para diversas superficies obtenidas a partir de distintos solventes y técnicas de depdsito,
siendo las técnicas de Langmuir las que presentaron valores muy similares de
disipacion.®¢°

Respecto al hinchamiento, existen dos posibilidades para explicar el
comportamiento observado: (i) la superficie alcanza el equilibrio de hinchamiento
instantaneamente, o (ii) es un proceso tan lento que durante los primeros minutos no es
perceptible. Entonces, aparentemente no se esta presentando un fenomeno de
hinchamiento pues no aumenta ni la masa sobre el disco, ni la disipacién de la superficie
celulésica modelo. Esto es una posibilidad razonable, pues aunque en general el

132,56,169,173 se han

hinchamiento es un proceso que requiere horas para llevarse a cabo,
descrito superficies que presentan una estabilizacion casi instantanea (en menos de 5
minutos).®*'® Mas especificamente, el resultado de hinchamiento observado en el
presente trabajo coincide con lo descrito por Aulin, para una superficie de celulosa
regenerada a partir de TMSC,*® donde se observé este mismo comportamiento para
peliculas LS, y se concluyé (en funcién de estudios de rayos X) que éste tipo de depdsito
genera una superficie muy densa, lo que genera el pobre hinchamiento. También, el
comportamiento de hinchamiento observado en el presente trabajo es similar al descrito
para una superficie obtenida con pulpa disuelta en el sistema NMMO/DMSO,"” para
superficies de celulosa regenerada a partir de TMSC,"* o superficies de nanofibras
reportadas expuestas al agua durante ~ 160 min."® Finalmente, se sabe que el
hinchamiento ocurre de forma importante en superficies predominantemente amorfas
(pues el agua puede penetrar a la estructura)®, mientras que las predominantemente
cristalinas se hinchan menos.**'%®'7>'7® gin embargo, se ha descrito que las superficies
con nanocristales presentan hinchamiento, posiblemente ocasionado por la penetracidon
de agua entre los cristales,® lo cual ha llevado a sugerir que el hinchamiento de las
superficies es un efecto de combinacién donde el agua puede ser incorporada ya sea
directamente en las partes amorfas o entre los cristales o fibras de celulosa, o una
combinacién de ambos procesos.

En funcién de todo lo anterior, el comportamiento de hinchamiento de la superficie

de celulosa obtenida en el presente trabajo podria asociarse con una estructura cristalina.
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EFECTO DE FUERZA IONICA
En la Figura 55 se muestran los perfiles de AF; y D3 de una superficie de celulosa

y una de APTS en medios acuosos con distintos valores de fuerza idnica.

Agua NaCl 1mmM  NaCl 10mM NaCl 100mM NaCl 1m
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Figura 55. Cambio en AF3 y Ds de las superficies de APTS y celulosa en medio acuoso.

Se observa que al cambiar la fuerza iénica del medio a una concentracion 1mM de
NaCl, la frecuencia cambi6 en ~ -12 Hz contra el valor observado en agua, y permanecio
constante en ese valor. Por otra parte, la disipacidn no aumentdé su valor respecto al
presentado en agua. Respecto a la disminucién observada en la frecuencia de resonancia
del cristal de la MBC-D cuando las soluciones de electrolito son introducidas a la camara
de medicion, esto es probablemente debido a que hay distintos fenémenos ocurriendo de
forma simultanea: (i) la densidad y viscosidad de las soluciones de electrolito son mayores
que las del agua desionizada utilizada al inicio, lo cual resulta en una disminucién en la
frecuencia de resonancia del cristal de la MBC-D, 6 (ii) un ligero hinchamiento de la
pelicula y/o (iii) adsorcion de iones, podria estar ocurriendo.'” Asi, la disminucion en el
valor de AF podria ser ocasionado por el fenédmeno conocido como efecto Donnan, que

ocurre cuando el aumento de carga en el medio ocasiona un cambio en el pH de la
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superficie, que a su vez genera presion osmaética que ocasiona el incremento de agua en
las superficies. Aunque esta hipotesis resulta mas probable para superficies cargadas (por
ejemplo con grupos carboxilo —COOH), también se ha descrito para superficies de baja
carga.'” Por otra parte, respecto a que la disipacién indica que la ganancia de agua en la
superficie no modifica la rigidez de la pelicula, este comportamiento coincide con el
descrito para superficies de nanofibras de baja carga,’” y para celulosa regenerada de
TMSC."™? Ya sea que el agua se adsorba o penetre, no se reblandece la superficie.

Al aumentar la fuerza ibnica del medio a una concentracién 10 mM de NaCl, el
valor de frecuencia disminuye ~ - 4 Hz contra el valor observado a una concentracién 1
mM de NaCl. Por ofra parte, la disipacion se mantiene constante en el mismo valor de las
condiciones anteriores, 170x10®. De nueva cuenta, se puede estimar la cantidad de agua
adsorbida/absorbida por la superficie con la ecuacién de Sauerbrey, que en este caso es
de ~ 5 ng de agua. Para una concentracién 100 mM de NaCl la frecuencia aumenta en ~ -
8 Hz respecto a la concentracién de sal anterior, y posteriormente muestra un cambio en
el valor de AF; de ~ -0.58 Hz min™". Por otra parte, la disipacién presenta el mismo valor
de la concentracién anterior. Aparentemente la disminucién de frecuencia indica una
mayor cantidad de agua e iones en la superficie, sin embargo, se ha descrito que a
concentraciones > 100 mM de NaCl se presentan fendbmenos de apantallamiento
(respuesta inespecifica del equipo, en funcién de cambios en viscosidad y densidad del
medio) de los efectos de penetracion de agua e hinchamiento debido a las propiedades
del medio,” pues las respuestas de frecuencia y disipacion dependen también de la
densidad y viscosidad del fluido. Finalmente, al aumentar la concentracién a 1 M de NaCl
se presenta un cambio inicial en la frecuencia de ~ -100 Hz, y posteriormente sigue
disminuyendo, por otra parte, la disipacién aumenta ~ 10 u.D. pero permanece constante.
Esto podria indicar que la disminucién en la frecuencia observada no se debe a
adsorcion/absorcion de agua o iones en la superficie, sino al ya mencionado
apantallamiento debido al cambio en las propiedades del medio, pues la disipacion
permanece constante, y un cambio tan abrupto de frecuencia deberia estar asociado al
reblandecimiento de la superficie.

La superficie celulosica obtenida en este trabajo aparentemente seria mas robusta
que las reportadas previamente en estas condiciones de fuerza idnica. Por ejemplo, a
concentraciones de 10 y 100 mM de NaCl se han descrito comportamientos de
hinchamiento/deshinchamiento para superficies de fibras de celulosa de carga baja.'”>'*

se han descrito decrementos en el valor de disipacién, y se ha interpretado que la
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superficie se endurecid, por pérdida de agua, o “deshinchamiento”.’® También, se ha
descrito que en estas condiciones se presenta un aumento rapido en la energia de
disipacion, que fue correspondiente al cambio en frecuencia.®® La Figura 56 muestra un

esquema del comportamiento de la superficie modelo de celulosa en medios acuosos.

Agua NaCl 1 mM NaCl 10 mM

Figura 56. Esquema del comportamiento de la superficie modelo de celulosa en medios acuosos. En agua
no se presenta adsorcién/absorcion; en NaCl 1mM comienza a presentarse un aumento en la masa; el aumento

en masa continta a concentraciones mayores de NaCl. En ningin caso se reblandece la supefficie.

Entones, en funcion de los resultados obtenidos, se puede considerar que las
superficies de celulosa obtenidas en este trabajo tienen propiedades morfoloégicas
(rugosidad, orientacién, cobertura) y fisicoquimicas (hinchamiento, estabilidad) muy
adecuadas para utilizarlas en diversas técnicas de analisis superficial. Por otra parte, en
medio acuoso no presentan hinchamiento, lo cual podria comprometer su utilidad para
estudios de interaccion enzimatica. Sin embargo, aparentemente un ligero aumento en la
fuerza i6nica del medio acuoso promoveria su hinchamiento, donde ese incremento (del

orden de 1 mM de NaCl, no comprometeria la actividad enzimatica.

7.4.2.2. SUPERFICIES MODELO DE LIGNINA
Se siguid la misma estrategia experimental con las superficies de lignina en la

MBC-D, a continuacion se muestran los resultados obtenidos en distintas condiciones.

MEDICIONES EN AIRE

Al igual que en el caso de las superficies de celulosa, las superficies de lignina
obtenidas en este trabajo mostraron ser inestables en aire (resultado no mostrado), pues
mostraron un cambio en el gradiente de frecuencia hacia valores mayores de AF, lo cual

indica que se perdié material, posiblemente debido a la oscilacién del disco de cuarzo.
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MEDICIONES EN MEDIO ACUOSO
La Figura 57 muestra un acercamiento de los perfiles de AF3; y D3 de una de las

superficies de lignina y APTS en agua.
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Se observa que la diferencia en el valor de frecuencia entre las superficies de
APTS y lignina, al inicio de su contacto con el agua es de ~ - 40 Hz. Utilizando la ecuacién
de Sauerbrey se obtiene AMsayerbrey = 2.36 MJLignina m?, que considerando el area de
superficie activa silanizada implica que hay 4.63 x107° MQLignina = 46 NQLignina SObre la
superficie de APTS. Si se considera una densidad de la lignina de 1.4 g cm™, ** entonces
el grosor estimado de la superficie €s dsayerreytignina = 1.7 Nm. Como se observa en la Tabla
12, en este trabajo se obtuvo un grosor mucho menor al descrito en la literatura
consultada, aunque evidentemente la técnica de depdsito utilizada seria el factor que

ocasiona una diferencia tan grande.

Molécula Solvente Substrato Técnica Grosor Ref.
(nm)
Lignina kraft THF SiO,/APTS LS 1.7 ESTE TRABAJO
Por giro 68 75
Lignina kraft NH,OH Por giro 60-75 81

Tabla12. Algunos valores de grosor de superficies de lignina reportadas en la ltieratura consultada.
ESTABILIDAD EN AGUA
En la Figura 57 se observa que la pelicula de lignina no es estable en agua, el
valor de AF; disminuye ~ -14 Hz en 8 minutos, por su parte, la disipacion presenta un
valor estable de D; ~ 165x10° u.D., que es un valor mayor que el presentado por la

superficie de APTS. La disminucién de frecuencia observada probablemente es debida a
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la adsorcion/absorcion de agua sobre la superficie hidrofilica de lignina, sin presentar un
reblandecimiento de la misma. Esta marcada diferencia en estas condiciones respecto a
la superficie de celulosa se podria explicar en funcion del caracter hidrofilico de este
biopolimero. Es importante resaltar que esta superficie mostré6 una excelente estabilidad
en estas condiciones, pues no se perdié material ni se reblandecié, aunque la lignina es
hidrofilica. Este resultado concuerda con lo observado en la interfase aire-agua, donde la
lighina mostré buena estabilidad. Por otra parte, también indicaria que el anclaje obtenido

con el APTS estabiliz6 de manera adecuada este biopolimero sobre el substrato sélido.

EFECTO DE FUERZA IONICA
La Figura 58 muestra los perfiles de AF; y D; de una superficie de lignina y una de

APTS en medios acuosos con distintos valores de fuerza ionica.
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Figura 58. Cambio en AF3y Ds de las superficies de APTS y lignina en medio acuoso, con diferentes [NaCl].

Se observa que al aumentar la fuerza i6nica con la solucién 1 mM de NaCl, la
frecuencia aumenta ~ 20 Hz, mientras que la disipacién disminuye ~ 3x10° u.D., esto

indica que posiblemente se perdi6 lignina, lo que ocasiona que la superficie sea mas
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rigida, a la par que la masa disminuye. La causa de la mayor rigidez se debe a pérdida de
lignina, pues el valor de AF; obtenido es menor al que se tenia en agua. Esto concuerda
con lo descrito por Notley,iError! Marcador no definido. que report6 que cuando los
cambios de fuerza i6nica no son bruscos, se observan cambios en la frecuencia, que se
pueden atribuir a la disolucion de la superficie de lignina. Al cambiar la fuerza idnica del
medio a una concentracion 10 mM de NaCl, se observa una disminucion de ~ -50 Hz, y el
aumento de la disipacion a su valor original, esto puede significar que: (i) la superficie de
lignina que no fue removida se hinchd; o (ii) el material adsorbido (por ejemplo iones Na
solvatados) generan un aumento de disipacién, que termind coincidiendo con el valor
inicial. De nueva cuenta, esto concuerda con trabajos descritos previamente,iError!
Marcador no definido. donde se reportd6 que a concentraciones de 10 mM se presenta
hinchamiento y disolucién.

Al cambiar la fuerza i6nica del medio a una concentracion 100 mM de NaCl se
observa que la frecuencia vuelve a aumentar » 30 Hz, mientras que la disipaciéon
permanece constante, esto podria indicar que la superficie perdi®6 masa sin
reblandecerse, lo cual indica que posiblemente fue masa de lignina.El comportamiento
inestable de la lignina puede deberse a una interaccion fragil con las superficies de APTS,
pues en general en la literatura se ha descrito siempre la tendencia a fijar la lignina sobre
superficies hidrofilicas,®' y no relativamente hidrofébicas como en el presente trabajo. Sin
embargo, los estudios enzimaticos se realizaran principalmente en superficies
lighocelulésicas modelo con mezclas de una proporcion de celulosa mayor que la de
lignina. La Figura 59 muestra un esquema del comportamiento de la superficie modelo de

lignina en medios acuosos.

Agua NaCl 1 mM NaCl 10 mM

Figura 59. Esquema del comportamiento de la superficie modelo de lignina en medios acuosos. En agua
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se presenta un aumento importante en la masa, atribuible a adsorcion/absorciéon de la superficie; en NaCl 1mM se disuelve
la lignina, y se expone una superficie mas rigida (APTS o lignina); a concentraciones mayores de NaCl se tiene una

superficie muy reblandecida.

7.4.2.3. SUPERFICIES LIGNOCELULOSICAS MODELO
Se estudié el comportamiento de estabilidad en la MBC-D de una superficie
lighocelul6sica obtenida mediante depdsito LS a partir de una pelicula de Langmuir de

mezcla celulosa:lignina (70:30).

MEDICIONES EN AIRE

En aire la superficie de mezcla mostré un comportamiento de estabilidad similar al
de la lignina, que a su vez fue mas estable que el encontrado para la superficie de
celulosa.
MEDICIONES EN MEDIO ACUOSO

La Figura 60 muestra los perfiles de AF; y D3 de una superficie de mezcla y una de
APTS en agua.
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Se observa que la superficie lignocelulésica modelo ocasioné un cambio de - 70
Hz respecto a la superficie de APTS, lo que implica AMgauerbrey ® 2.3 MQAmezdla m. Para
estimar el grosor se consider6 una densidad de la mezcla proporcional a sus

componentes:

— — 9 -3
Pmezcla = 0'7(pCelulosa) + 03 (pLignina) = 1.53x10"mg m

Considerando la superficie activa, se depositaron =~ 8x10° MQmezcla = 81 NQmezcia- ASI, €l

grosor estimado de la superficie de mezcla es de 5.31 nm. Entonces, se obtuvo una
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cantidad de masa similar a la obtenida para la superficie de celulosa (75 Ngceiuosa)s Y
aproximadamente el doble que la masa en la superficie de lignina (46 ngignina). Entonces,
la mayor cantidad de material transferido desde la interfase aire-agua sobre la superficie
de SiO,, respecto a los casos de celulosa y lignina de forma individual, esta relacionada
con los agregados formados por la interaccion de los biopolimeros, observados con las
microscopias MAB y MFA de mezclas celulosa:lignina 50:50 y 70:30 respectivamente. Por
otra parte, bajo los supuestos hechos acerca de la densidad, se habria obtenido un grosor
de aproximadamente 2 veces o mas, del estimado para las superficies de celulosa (2.43

nm) y lignina (1.7 nm).

ESTABILIDAD EN AGUA

En la Figura 60 se observa que el comportamiento de AF; de la superficie
lignocelulésica modelo fue igual de estable que el observado para la superficie de
celulosa. Es decir, la mezcla no muestra el comportamiento de hinchamiento observado
en la superficie de lignina en estas condiciones.

Ademas, se observa que el valor de disipacién de la superficie lignocelulésica es
menor que el de la superficie de celulosa. Lo cual indicaria que al mezclarse la celulosa y
la lignina, la superficie generada tiene una mayor rigidez.

Entonces, la superficie lignocelulésica modelo presentd las siguientes
caracteristicas particulares:

(i) Una mayor cantidad de masa transferida

(i) Un posible grosor del doble o mas, que el estimado para las superficies de los
biopolimeros de forma individual

(iii) No presentd hinchamiento en agua, a pesar de contener lignina, la cual mostro
un hinchamiento importante en estas condiciones

(iv) Una mayor rigidez que la de la superficie modelo de celulosa

Todas estas caracteristicas de la superficie lignocelulésica modelo, observadas en
agua con la MBC-D, indican que posiblemente la lignina presente en la superficie se
encuentra estabilizada de alguna forma en la mezcla. Ademas, en el presente trabajo se
observd una gran miscibilidad de los dos biopolimeros en la interfase aire-agua, que
explicaria la formacion de los agregados observados por microscopia.

Entonces, en funcién de todo lo anterior, se podria pensar que en la superficie

lignocelulésica modelo, la lignina se encuentra “encapsulada” o atrapada en agregados
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AF Hz

lignocelulésicos globulares, generados por la miscibilidad de los biopolimeros. Estos

agregados le darian estabilidad a la lignina en agua, y producirian, de forma global, una

estructura mas rigida en la superficie, que la observada en la superficie de celulosa de

forma independiente. Por otra parte, estas estructuras de celulosa y lignina ensambladas,

son similares (respecto a su morfologia) a las descritas en estudios de simulacién

molecular.®®

EFECTO DE FUERZA IONICA

La Figura 61, muestra el comportamiento de una de las superficies lignoceluldsicas

modelo obtenida en este trabajo, en medio acuoso con distintos valores de fuerza ionica.
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Figura 61. Cambio en a) AFs; y b) D3 de todas las superficies lignocelulésicas modelo en medio liquido.

Se observa que al incrementar la fuerza idnica, en todas las concentraciones de

NaCl evaluadas, en el perfil de AF; se observa el comportamiento en escalén observado

para la celulosa, pero de forma mas pronunciada. Es decir, no se presenta la disolucion

observada en la superficie de lignina en estas condiciones. Sin embargo, el efecto de la

fuerza i6nica sobre los perfiles de AF; y D3 es mayor en la superficie lignocelulésica

modelo, que en la superficie modelo de celulosa. Finalmente, a 1 M se presentan los

fendmenos de apantallamiento (por cambios en la densidad y viscosidad del medio)

observados para las superficies de celulosa y lignina, pues se observa una disminucién de

AF3 de = 90 Hz, y un incremento de disipacion de ~ 12 u.D.
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Entonces, si bien al parecer la lignina se encuentra estabilizada en el “ensamble”
lighocelulésico, su presencia genera un reblandecimiento de la superficie debido al
incremento en la fuerza iénica del medio. Esto se podria explicar de dos maneras: (i) se
estd presentando una disolucién de la lignina denfro de la estructura ensamblada
celulosa:lignina, debido al aumento de iones en el medio. Esta disolucién, sin embargo, no
generaria la pérdida de material, pero si un efecto de reblandecimiento (con o sin
aumento del grosor); o (ii) la estructura general de la superficie lignocelulésica, y no
solamente las regiones donde se encuentra la lignina, es mas sensible a la fuerza idnica
del medio. Respecto a estas posibilidades, en funcion de lo observado en las superficies

de los biopolimeros de forma individual, la primera posibilidad pareceria la mas adecuada.

En resumen, al parecer la mezcla celulosa:lignina, genera una superficie modelo
con mas material adsorbido, y posiblemente mas gruesa. Esta superficie no presenta
hinchamiento en agua, a pesar de estar parcialmente constituida por lignina. Ademas, es
mas rigida que la superficie constituida totalmente por celulosa. Por ofra parte,
incrementos en la fuerza idnica del medio ocasionan fendmenos de hinchamiento y
reblandecimiento, posiblemente ocasionados por una disolucion parcial de la lignina,
dentro de la estructura de la superficie lignoceluldsica, pero sin ocasionar pérdida de
material. La Figura 62 muestra un resumen esquematico del comportamiento observado

en las superficies lignocelulésicas modelo bajo las condiciones estudiadas.

Agua NaCl 1 mM NaCl 10 mM

o & © ¢

‘e O

Vs

Sl gni Ny
NS/ AN

Figura 62. Esquema del comportamiento de la supefficie lignocelulésica modelo en medios acuosos. En agua no se
presenta un aumento en la masa; en NaCl 1mM se presenta un aumento en la masa sobre la superficie, a la par de un
ligero reblandecimiento; a concentraciones mayores de NaCl continta esta tendencia (se presenta el supuesto de aumento

de grosor debido al reblandecimiento).
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CONCLUSIONES

Se definid una metodologia que permite solubilizar celulosa microcristalina, sin
modificarla quimicamente y en condiciones suaves, utilizando THF y sonicacion de 47
kHz. Estas soluciones permitieron forma peliculas en la interfase aire-agua y a partir de
ellas caracterizar la morfologia, la estabilidad y el comportamiento fisicoquimico de éste
biopolimero en esta interfase. Las peliculas obtenidas presentaron compresibilidades
similares a los trabajos descritos en la literatura (0.033 m mN™), y son estables en la
interfase. Lo anterior, ademas de representar uno de los objetivos de este trabajo, no
habia sido reportado hasta la fecha, por lo que significa una nueva alternativa para
realizar estudios de celulosa en esta interfase.

Por otra parte, estas soluciones de celulosa también permitieron realizar por
primera vez estudios con mezclas lignina:celulosa en la interfase aire-agua, pues si bien
la lignina se solubiliza con relativa facilidad en el THF, la disolucién de celulosa sin
funcionalizar habia significado el impedimento para realizar este tipo de estudios. En este
aspecto, las peliculas formadas mostraron miscibilidad entre estos biopolimeros con un
maximo en la composicion de la mezcla de 50-50 %.

Se definié un método para depositar de forma controlada peliculas de Langmuir de
celulosa, lignina y sus mezclas, desde la interfase aire-agua, sobre substratos solidos de
SiO,/APTS, mediante la técnica de depésito LS, lo cual era uno de los objetivos del
presente trabajo, pues una vez obtenidas las superficies lignoceulésicas modelo, fue
posible caracterizarlas.

Las superficies modelo de celulosa mostraron ser relativamente planas (rms ~ 2
nm), homogéneas, no tener orientacién, presentar una estructura de agregados y cubrir

toda la superficie del substrato sélido. Estas superficies mostraron un comportamiento
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estable en agua (esto es, no se solubilizan) al ser utilizadas en la MBC-D, lo cual implica
que son adecuadas para realizar futuros estudios enzimaticos en este equipo. Si bien no
presentan hinchamiento inmediato, esta propiedad se puede modular con cambios en la
fuerza iénica del medio, por lo que su utilidad en estudios de tipo enzimatico no se veria
comprometida, y mas aun, permitiria estudiar de forma sistematica el efecto del
hinchamiento sobre la actividad enzimatica (por ejemplo, estudiar a detalle el fenbmeno
conocido como amorfogénesis de la estructura de celulosa durante la degradacion
enzimatica).

Por otra parte, las superficies modelo de lignina mostraron ser planas (rms ~ 1.4
nm), cubrir totalmente el substrato sélido, y mostrar una estructura sin los agregados
observados en celulosa. En este caso, y contrario a lo esperado, las superficies
presentaron un comportamiento estable en agua, pero con un hinchamiento mayor que
las superficies de celulosa. Sin embargo, ante cambios en la fuerza idnica (NaCl 1mM) se
disuelven.

La diferencia entre las propiedades de las superficies de celulosa y lignina es
relevante, porque los estudios realizados a las superficies modelo de una mezcla
celulosa:lignina (70:30), mostraron una morfologia y comportamiento en medios acuosos
distintos a los observados en las superficies de los biopolimeros de forma individual. Asi,
estas superficies resultaron ser mas gruesas y rigidas que las superficies de celulosa y
lignina, y también mostraron ser mas susceptibles a cambios en la fuerza iénica del
medio. Es decir, la mezcla presenta propiedades particulares, distintas a las superficies
individuales, comportamiento que podria ser explicado por la miscibilidad observada en
los estudios en la interfase aire-agua. Ademas, este resultado indicaria la posibilidad de
modular de forma controlada propiedades como el hinchamiento, rigidez y estabilidad de
este tipo de superficies en funcion de su composicidén y condiciones del medio. Lo anterior
abre la posibilidad de generar un espectro de superficies lignocelulésicas modelo con
distintas propiedades, que resultarian Gtiles para estudiar de forma sistematica los
fendbmenos de superficie entre enzimas y materiales lignocelulésicos, utilizando la MBC-D.

En resumen, los objetivos planteados para este trabajo fueron alcanzados, y la
hipotesis planteada resultd ser verdadera, pues se produjeron superficies lignocelulésicas
modelo que, en funcién de sus propiedades, muestran el potencial de ser adecuadas para

realizar estudios de su degradacion enzimatica en medios acuosos, utilizando la MBC-D.
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PERSPECTIVAS

La metodologia definida para generar peliculas en la interfase aire-agua abre la
posibilidad de estudiar sistematicamente la actividad enzimética de celulasas, lacasas y
otras enzimas de interés sobre peliculas de lignina, celulosa y sus mezclas en esta
interfase, por ejemplo, con estudios variando las condiciones de la subfase (temperatura,
pH, fuerza i6nica, presencia de otras moléculas, etc), las condiciones de las peliculas
(presion superficial, area por molécula) o evaluando la competencia interfacial de las
propias enzimas. Este tipo de estudios no han sido reportados hasta la fecha para la
celulosa utilizada en este trabajo, ni para mezclas lignocelulésicas, por lo que se abre una
nueva linea de investigacion a explorar. También, permitiria realizar estudios sobre su
posible utilidad como sensores de distintas moléculas. Este tipo de estudios se han
reportado con lignina y otros polimeros, pero hasta la fecha no se ha utilizado este tipo de
celulosa. También, estas peliculas interfaciales permitirian estudiar sistematicamente el
efecto de diversas variables (estado de agregacion, peso molecular) sobre la miscibilidad
entre la celulosa y la lignina.

Las superficies modelo de celulosa, lignina, y mezcla lignicelulésica obtenidas en
este trabajo permitiran realizar estudios sistematicos de actividad enzimatica, variando el
tipo de enzima, la composicion de la mezcla, y la fuerza iénica del medio, utilizando no
solamente cinéticas de degradacion, como en los estudios de fermentacion regulares,
sino también el estado de la superficie, en términos de hinchamiento, reblandecimiento, y
cambios en su morfologia y topologia. Esto permitira obtener informaciéon de la relacién
entre los materiales lignocelulésicos, el medio de reaccién, y las distintas enzimas
utilizadas en los procesos de fermentacioén, lo cual generara eventualmente informacion
nueva para los estudios orientados a la produccién de etanol celulésico y lignocelulésico.

Las propiedades morfologicas y topograficas de las superficies modelo de celulosa
obtenidas las hace adecuadas para distintas técnicas de caracterizacion superficial, como
estudios de medicidén de fuerzas, o de energia libre de superficie, asi como también para

evaluar el efecto de diversos tratamientos fisicoquimicos (hornificacion, funcionalizacién)
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sobre sus propiedades. Ademas, el hecho de que sean de celulosa sin funcionalizar,
permitiria realizar estudios de tipo estructura-propiedades, contra superficies obtenidas
con derivados de celulosa (trimetilsililcelulosa, carboximetilcelulosa).

Otra linea de investigacion a explorar es la relacionada con el efecto de diversas
variables de la produccién de superficies modelo (solubilizacion por agitacion o
sonicacion, tiempo de sonicacién, presion superficial de depdsito, estado de agregacion,
fuerza i6nica del medio, tipo de anclaje hidrofobico) sobre sus propiedades.

Finalmente, el conjunto de técnicas experimentales utilizadas, presentan potencial
para estudiar también el ensamble biolégico entre estos dos biopolimeros, y otros,
presentes en los tejidos vegetales.

Esto implica que este trabajo representa una aportaciobn no solamente a la
literatura especializada en los fenémenos de degradacion enzimatica de estos
biopolimeros, sino también en la investigacion relacionada con la produccion de papel y
otros derivados de la madera, y posiblememente también en otras areas, como biologia
vegetal, electronica, optoelectronica, y generacion de nuevos materiales biocompositos
con diversas finalidades nanotecnolégicas, como por ejemplo recubrimientos poliméricos

de anclaje estables en medios acuosos.
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