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Resumen

La biomasa lignoceluldsica, que anualmente supera los 8 billones de to-
neladas a nivel global, se posiciona como una fuente de materia prima in-
valuable. Costa Rica, con su préspera agroindustria, destaca en productos
como banano, pifia y café, contribuyendo significativamente al panorama
mundial. Aunque el sector agropecuario representa alrededor del 10 %
del PIB, la gestién de residuos presenta desafios notables, ya que aproxi-
madamente la mitad de las fincas no cuenta con un tratamiento adecuado
de sus residuos. Ante este escenario, estrategias como la incorporacion de
residuos en procesos productivos emergen como soluciones clave para
crear valor agregado en diversas industrias. La composicién quimica de
los residuos biomasicos, principalmente celulosa, hemicelulosa y lignina,
posibilita su fraccionamiento y extracciéon para la sintesis de productos
como etanol, enzimas y nanocelulosa. Esta tltima, derivada de la celulosa,
destaca por sus notables propiedades mecanicas, térmicas y biocompati-
bles, consolidandose como un material de alto valor. La despolimerizacién
de la biomasa puede llevarse a cabo mediante tratamientos quimicos, qui-
mico-mecanicos o biologicos, como la hidrdlisis enzimatica. La integra-
ci6n de nanofibras de celulosa, producto derivado de la nanocelulosa, ha
suscitado un interés creciente en diversas industrias, desde polimeros y
materiales hasta aplicaciones médicas y alimenticias. Su incorporacion en
membranas poliméricas ha mejorado significativamente las propiedades
mecanicas, lo que podria tener aplicaciones prometedoras en la conserva-
cién de alimentos y la administracion de farmacos. Ademas, se estan in-
vestigando la viabilidad de la produccién a escala industrial y la generacion
de recubrimientos antimicrobianos a partir de subproductos del proceso
de produccion de nanocelulosa. Este capitulo detalla los tratamientos y
técnicas empleados por el Laboratorio Nacional de Nanotecnologia y pre-
senta experiencias practicas en diversas areas, respaldadas por proyectos
nacionales e internacionales.
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Introduccioén

Diferentes fuentes de biomasa lignocelulésica se producen en todo el
mundo. Se calcula que son mas de 8 billones de toneladas que se utilizan
anualmente, de estas, alrededor de 7 billones de toneladas/afio se generan
a partir de actividades agricolas y forestales dedicadas al consumo huma-
no, y aproximadamente 1,3 billones de toneladas/afio provienen de resi-
duos agricolas (Chiu y Lo, 2016; Dahmen et al., 2018; Devi et al., 2022).

En este contexto, cabe destacar la actividad agroindustrial de Costa
Rica, ya que de acuerdo con las cifras analizadas en el Informe sobre el
Desempeno del Sector Agropecuario, Pesquero y Rural del 2021, la agri-
cultura ampliada (sector primario mas agroindustrial) contribuyé con cer-
ca del 10,0 % del PIB con respecto al estimado en el 2020, ademas, las
exportaciones de cobertura agropecuaria aportaron un 38,9 % del valor
total exportado por el pafs y generaron divisas en un 14,2 % mas que lo
reportado en el 2020, lo que convierte a Costa Rica en un exportador neto
de productos agropecuarios. Ademas, segin datos del 2021, los principa-
les productos de origen agropecuario exportados lo constituyen el banano
(1080,8 millones US$), la pifia (967,2 millones US$), los jarabes y concen-
trados (450,8 millones US$), el caté (325,6 millones US$) y el aceite de
palma (131,5 millones US$) (Informe de gestion del Sector Agropecuario,
Pesquero y Rural de Costa Rica, 2021).

Sin embargo, el sector agropecuario costarricense, como toda actividad
econémica y humana, genera presion sobre los ecosistemas; cerca del 50
% de las fincas agricolas no disponen de ningun tipo de tratamiento para
sus residuos, generando la necesidad de un cambio en las condiciones de
manejo de residuos. De ahi que, algunas estrategias como la modificacion
de los procesos a través de la incorporacion de residuos en el sistema
productivo o el uso de estos como materia prima en la obtencién de otros
subproductos, surgen como alternativas para generar un valor agregado en
otras industrias, tales como la alimentaria, médica, agrofertilizantes, enva-
ses biodegradables, entre otras (Suarez, 2022).

Dado a que la composiciéon quimica de estos residuos biomasicos con-
sisten principalmente en celulosa, hemicelulosa y lignina, estos compo-
nentes pueden ser fraccionados y extraidos para la sintesis de diversos
productos como el etanol (Saravanan et al., 2022), inducciéon de enzimas
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(Menezes et al., 2017) y nanocelulosa (Silva et al., 2021). Entre los com-
ponentes de la materia lignoceluldsica, la celulosa comprende el mayor
porcentaje, y es considerado el biopolimero mas abundante en la natura-
leza. La celulosa, posee diferentes caracteristicas deseables para su aplica-
ci6n industrial, como baja densidad, alta cristalinidad, rigidez, resistencia
a la traccion, transparencia y biodegradabilidad, ademas de la posibilidad
de reciclaje, renovacion, bajo costo, y bajo impacto ambiental durante su
produccion (Lee et al.,, 2014; Sharma et al., 2019). En los ultimos afios, la
conversion de materiales lighocelulésicos como la celulosa en productos
de alto valor agregado ha ganado mucho interés tanto para los académicos
como para la industria (Ahmad Khorairi et al., 2021).

La nanocelulosa producida a partir de la celulosa, constituye un mate-
rial de alto valor agregado. Recientemente, estudios sobre la extraccion y
uso de la nanocelulosa, ha recibido mucha atencién en muchas industrias
debido a sus propiedades mecanicas, como alta resistencia y rigidez, pro-
piedades térmicas como bajo coeficiente de expansion térmica, ademas
de su baja densidad, alta biocompatibilidad y biodegradabilidad (Akatan
et al., 2022).

Para obtener nanofibras de celulosa a partir de residuos lignocelul6-
sicos es necesario despolimerizar las paredes celulares por métodos qui-
micos, quimico-mecanicos y/o biolégicos (Karthika et al., 2013). Lo que
determina la eleccion del tratamiento quimico o quimico-mecanico es la
longitud de la cadena, el ancho de las nanofibras, asi como la morfologia
y la composiciéon del residuo. De acuerdo con las materias primas utili-
zadas y las técnicas de despolimerizaciéon empleadas, se pueden presen-
tar cambios en el grado de ordenamiento y estructuracion de la cadena
obtenida, es decir, se puede alterar el tamafio de la fibra de celulosa, asi
como su morfologia (Kakroodi et al., 2014). Sin embargo, en la literatura
se describe que las nanofibras de celulosa pueden tener una longitud entre
300 a 2000 nm y un diametro que varfa entre 5 a 100 nm (Liu et al., 2020;
Radakisnin et al., 2020).

Los procedimientos cominmente utilizados para la produccion de na-
nofibras consisten en tratar el material celulésico con hidrolisis acida bajo
condiciones controladas de temperatura, agitacion y tiempo (Wang y Sain,
2007), lo que puede contribuir a un aumento en el impacto ambiental si no
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existe un manejo adecuado para el residuo quimico utilizado (Boujemaoui
et al., 2015). En este sentido, una alternativa promisoria es el uso de la
hidrélisis alcalina o los liquidos i6nicos (LIs), siendo estos ultimos consi-
derados una nueva generacion de compuestos quimicos, con alta especifi-
cidad en la disolucion de celulosa amorfa, permitiendo su reutilizacién en
el proceso y minimizando los impactos ambientales (Meneses et al., 2020).

Ademas de los tratamientos quimicos, también es posible realizar la
despolimerizacién de la biomasa vegetal a partir de hidrodlisis biolégica
por via enzimatica (Bondancia, 2022; Pirich, 2020; Horn, 2012). Existen
una gran variedad de enzimas producidas por microorganismos, como
las ligninasas y celulasas (endoglucanasas), que pueden facilitar el acceso
a la celulosa y su degradacion parcial, despolimerizando sus componen-
tes amorfos y manteniendo la estructura cristalina (Lakhundi et al., 2015;
Boujemaoui et al., 2015; Abhijit et al., 2017).

Las nanofibras de celulosa estan formadas por dominios cristalinos co-
nocidos como nanoctistales, los cuales se han utilizado en la ciencia de
polimeros y materiales como refuerzo mecanico en los campos de electro-
nica, alimentos, textiles, médicos, farmacéuticos y biosensores (Tan et al.,
2015; Dufresne, 2017; Trache et al., 2020). Entre las principales aplicacio-
nes en la ciencia de los polimeros, las membranas biodegradables surgen
como una alternativa prometedora en la industria de empaques alimenti-
cios y el sector agricola, ya que pueden ser utilizadas para aumentar la con-
servacion de los alimentos (Hoy-Fang et al., 2020). Ademas, este tipo de
biomembrana también se puede aplicar en la administraciéon de farmacos
(Bakrudeen et al., 2016).

Considerando la aplicacién industrial, las nanofibras de celulosa se han
utilizado como un aditivo en la elaboracién de membranas poliméricas,
como el almidén (Menezes et al., 2021), acetato de celulosa (Petersson et
al., 2009), proteina de soja (Wang et al., 2000), quitosano (Urbina et al.,
2018), entre otros. Se ha demostrado que las nanofibras pueden mejorar
las propiedades mecanicas de las membranas, factor limitante para la ma-
yoria de las aplicaciones industriales (Tan et al., 2015; Soni et al., 2020).
Diversos estudios han determinado que las membranas poliméricas elabo-
radas con nanofibras poseen mejores propiedades mecanicas en compa-
racién con membranas a base de polimeros de matriz natural con micro y
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macrocompuestos o con adiciéon de compuestos sintéticos, que tienen un
alto costo de produccién (Brinchi et al., 2012).

En este contexto, este capitulo describe algunos de los tratamientos y
técnicas de caracterizacion utilizados por el Laboratorio Nacional de Na-
notecnologia de Costa Rica para la obtencién de nanocelulosa a partir de
residuos agroindustriales, como pifia y naranja.

Ademas, se presentan algunas experiencias de trabajo con este nanoma-
terial mediante aplicaciones en diferentes areas; su utilizacién como parte
de diferentes ensamblajes moleculares o modificada (funcionalizada) para
diversos fines en el area de medicina, alimentos, agricultura. Ademas, se
presenta una investigacion relativa al uso de la nanocelulosa como aditivo
en mezclas para materiales de construcciéon y como material de refuerzo
en la formulaciéon de microcapsulas de alginato. Dichas aplicaciones se han
podido llevar a cabo gracias a proyectos nacionales e internacionales fi-
nanciados (Solis et al., 2019; Corrales et al., 2018; Camacho et al., 2017) as{
como por las diversas colaboraciones internacionales (Lecot et al., 2021).
Asimismo, se describe un estudio de factibilidad en el cual se realiz6 la eva-
luacién de la viabilidad de producciéon de nanocelulosa a escala industrial y
se describen algunos usos de subproductos obtenidos a partir del proceso
de produccién de nanocelulosa, como el uso de la silice biogénica como
materia prima para la generacion de un recubrimiento antimicrobiano.

Residuos lignocelulésicos

La biomasa lignocelulésica de residuos agricolas y forestales representa
un recurso renovable, abundante y econémico para la produccién de com-
bustibles y productos quimicos (Ali et al., 2020; Bilal et al., 2021). Estos
residuos tienen una estructura compleja que consta de tres componentes
poliméricos principales, hemicelulosa, celulosa y lignina (Figura 1) (Shu-
rong et al., 2017; Menezes et al., 2017).
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Figura 1. Representacion de los componentes estructurales de la biomasa lignoceluldsica. Adaptado de
Shurong et al., 2017.

La lignocelulosa es el componente predominante de las plantas lefiosas
y la materia organica vegetal, ademas, de que constituye la biomasa mas
abundante del planeta (Barakat et al., 2014; Suryadi et al., 2022). A escala
mundial, se estima que cada afio se desechan 1.300 billones de toneladas
de residuos lignocelulésicos de origen agroindustrial (Chiu y Lo, 2016; Ra-
vindran et al., 2018). Ante esto, estos residuos se han sido mas utilizados
en varios procesos, entre los que podemos incluir la conversioén y fragmen-
tacién de este material como fuente para la obtenciéon de productos como
las nanofibras de celulosa (Zhou et al., 2013; Shruthy y Preetha, 2019).

Entre los componentes de la biomasa vegetal, la celulosa es el compo-
nente principal de la pared celular de plantas y algas, es un polimero de
glucosa con enlaces glucosidicos B-1,4, y es considerado el carbohidrato
mas abundante en la naturaleza (Figura 2), constituyendo cerca del 30-50
% del peso seco de la materia lignocelulésica (Bhawana, 2019; Suryadi et
al., 2022). Por estas caracteristicas, este tema ha atraido el interés de los in-
vestigadores para su uso en el desarrollo de fuentes de energfa renovables
(Krogell et al., 2013; Liang et al., 2020).
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Figura 2. Estructura representativa de la polimerizacion de celulosa a partir de enlaces glucosidicos
p-1,4. Adaptado de Peng et al. (2016).

Estructuralmente, la celulosa se compone de microfibrillas altamente cris-
talizadas entre matrices amorfas, lo que dificulta que las enzimas realicen la
hidrolisis. Para utilizar la celulosa como fuente de nutrientes, es necesaria
su despolimerizacion a través de métodos que promuevan la escision de
los enlaces glucosidicos 3-1,4, liberando unidades de glucosa (Liu y Cao,
2013: Kassaye et al., 2022).

Tratamientos de la biomasa

Considerando la alta disponibilidad, el poder de conversion y la viabili-
dad econémica, se han desarrollado varios procesos biotecnolégicos para
aprovechar los residuos lignocelulésicos para la produccion de diferentes
productos como alcohol, enzimas, acidos organicos, nanofibras y nano-
cristales de celulosa. Para que esto sea viable, estos residuos deben pasar
por una etapa que permita el fraccionamiento de sus componentes (ce-
lulosa, hemicelulosa y lignina), lo que permitiria su uso de manera mas
eficiente (Phitsuwan et al., 2013; Azelee et al., 2014).

Los procesos de tratamiento de materiales lignoceluldsicos pueden im-
plicar el uso de disolventes organicos (acetona, butanol, tolueno, dicloro-
metano) y acidos minerales (HCl, H,SO,), que forman nuevos residuos
corrosivos y que pueden suponer un riesgo potencial para la salud humana
(Y1 et al., 2013; Lee et al., 2014). De esta forma, los pretratamientos a
base de reactivos alcalinos y liquidos i6nicos pueden ser una alternativa
eficiente para promover la hidrélisis de los componentes de la materia
lignoceluldsica (Merino y Cherry, 2007; Kumar et al., 2009; Boujemaoui
et al,, 2015).
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Tratamientos quimicos

La hidrolisis acida es el método mas utilizado para extraer nanofibras de
celulosa de diversos recursos vegetales. Sin embargo, con este tratamiento
quimico se genera una gran cantidad de desechos después del proceso, lo
que puede causar dafnos potenciales al medioambiente y la salud humana
(Satyamurthy y Vigneshwaran, 2013; Batista et al., 2020).

La nanocelulosa obtenida por hidrélisis con acido sulfurico se degra-
da a temperaturas mas bajas que su fibra original. Esto se debe a que la
incorporacién de grupos sulfato en la superficie de la celulosa después
de la hidrolisis 4cida ejerce un efecto catalitico sobre las reacciones de
degradacion térmica de las cadenas de celulosa, debido a las reacciones de
deshidratacion. Otro efecto que se presenta es el reemplazo de los grupos
OH de la celulosa por grupos sulfato, lo que conduce a una disminucién
de la energfa de activacion para la degradacion de las cadenas de celulosa
(Roman y Winter, 2004; Cheng et al., 2011; Benini et al., 2017).

Como alternativa al uso de acidos como agente de despolimerizacion,
la extraccion alcalina puede ser efectiva para la remocion de hemicelulo-
sa, ya que este tipo de tratamiento promueve la desestructuracion de los
enlaces de hidrégeno intermoleculares entre la celulosa y la hemicelulosa
y la escision total o parcial de los enlaces éster en la pared celular, dando
como resultado la disolucién de la hemicelulosa y la desorganizacion de la
cadena celuldsica (Huang et al., 2021; Schmitz et al., 2021). Sin embargo,
como esta separacion no es integral, es necesario utilizar un tratamiento
adyacente para eliminar componentes distintos a la celulosa (Ayoub et al.,
2013; Zhang et al., 2013; Lu et al., 2021).

Todavia dentro de las alternativas de tratamientos quimicos, los liqui-
dos i6nicos (LI) se han mostrado muy prometedores para el tratamiento
de residuos lignocelul6sicos, especialmente aquellos en los que al menos
un i6n (catién) es organico y cuyos puntos de fusién son inferiores o no
muy por encima de la temperatura ambiente, lo que favoreceria su uso
industrial al reducir los costos energéticos (Seoud et al., 2007; Amini et
al., 2021). Los LI se designan como solventes “verdes”, ya que tienen una
presion de vapor extremadamente baja, no son inflamables y son térmica
y quimicamente estables, lo que permite el reciclaje del solvente durante
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el proceso del tratamiento. Estos compuestos i6nicos también tienen la
capacidad de separar la materia organica e inorganica, as{ como afectar la
miscibilidad en agua y solventes inorganicos, favoreciendo su uso para el
tratamiento de la biomasa (Seoud et al., 2007; Yoo et al., 2017).

Los LlIs tienen propiedades fisicas y quimicas que pueden ser contro-
ladas por la combinacién de cationes y aniones que los componen, favo-
reciendo asf los enlaces entre las moléculas de los ILs y el residuo a tratar.
Ademas, es posible destacar que cuanto menos lipofilico es un liquido
i6nico, mas eficiente es su desempefio la disolucion de la celulosa (Bouje-
maoui et al., 2015: Liu et al., 2021).

El mecanismo de despolimerizacién del material lignocelulésico por
los liquidos i6nicos involucra a los atomos de hidroxilo de celulosa que
forman un sistema donadot/aceptor de electrones, que interactia con los
LI Dentro de este sistema, los atomos de oxigeno actian como donan-
tes de electrones, mientras que el hidrégeno actia como aceptor. De esta
manera, los iones libres de los LI se asocian con los protones hidroxilo
de la celulosa, mientras que los cationes forman un complejo con el oxi-
geno hidroxilo, interrumpiendo asi el enlace de hidrégeno en la celulosa
y promoviendo su fragmentacién (Cao et al., 2009; Reddy y Yang, 2015).
Ademas, es posible destacar que los LI basados en el catién imidazolio
pueden contribuir a la disolucién de la celulosa, debido a su relativa acidez
y capacidad de asociarse con el oxigeno de los grupos OH de la celulosa
(Fet et al., 2007; Dissanayake et al., 2018).

Ademas de los tratamientos quimicos, se pueden utilizar tratamientos
biolégicos, que son bastante eficientes en la separacion de los componen-
tes de la biomasa lignocelulésica cuando se realizan en condiciones ideales
de temperatura, pH y disponibilidad de nutrientes.

Tratamientos bioldgicos

Considerando el papel de los hongos en el proceso de degradacion enzi-
matica de la materia organica, estos pueden ser utilizados en el proceso
de degradaciéon parcial de residuos lignocelulésicos (Andlar et al., 2018)
(despolimerizacion de los monémeros constituyentes), con el objetivo de
obtener nanofibras de celulosa.
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Segun el tipo de degradaciéon de los materiales lignoceluldsicos, los
hongos se clasifican en degradacion leve, degradacion parda y degrada-
ci6n blanca (basidiomicetos). Aquellos con degradacion leve pertenecen a
los grupos Deuteromycetes y Ascomycetes, los cuales tienen la capacidad
de hidrolizar polisacaridos, pero pierden rendimiento cuando se usan para
la degradacion de lignina. Los hongos de degradacion pardos o marrones
(familias Polyporaceae e Hymenochaetaceae) son excelentes descompone-
dores de celulosa y hemicelulosa, mientras que los hongos de degradacion
blancos estan adaptados para la degradacion de la lignina (Aguiar y Ferraz,
2012; Taylor et al., 2015).

La degradacion parcial del material lignoceluldsico por los hongos de
la pudriciéon blanca se atribuye respectivamente a tres enzimas, dos gli-
coproteinas, la lignina peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP) y
una fenoloxidasa extracelular, la lacasa (Lac), las cuales son responsables
del inicio de la despolimerizaciéon de la lignina (Chowdhary et al., 2019;
Kumar et al.,, 2020). Esta degradaciéon probablemente se deba a la alta
actividad oxidativa y la baja especificidad de las enzimas ligninoliticas en
relacién con el sustrato. Por lo tanto, los hongos de pudricion blanca y sus
enzimas son utiles no solo en algunos procesos industriales como biopul-
ping y biocarga, sino también en la biorremediacién (Raveendran et al.,
2016; Krumova et al., 2018).

El proceso de degradacion del residuo lignoceluldsico parte de su hi-
drolisis proporcionada por la lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa,
enzimas secretadas por los hongos en respuesta a la limitacién de nutrien-
tes durante su metabolismo secundario. Este proceso ocurre a través de
reacciones mediadas, que ocurren por la sustracciéon de un electrén del
nucleo aromatico de la lignina, para formar radicales catiénicos inestables
y, en consecuencia, se forman productos de reacciones no enzimaticas y
radicales catidnicos como el agua y otros nucleéfilos (Cong et al., 2013).

Otra enzima producida por los hongos durante la degradacion de los
materiales lignoceluldsicos es la lacasa, que actia en la captura de elec-
trones de las cadenas fendlicas, debido a la reduccion del ion Cu®* en el
Cu", reduciendo el O, a H O y permitiendo que la enzima actde de forma
ciclica. Sin embargo, estas enzimas también pueden degradar estructuras
no fenolicas mediante la oxidacion de algunos mediadores como los iones
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Mn** (Aguiar y Ferraz, 2011). Segin Zhao et al. (2012), la cooperacién
entre las enzimas ligninoliticas en el proceso de degradacion bioldgica de
la lignina y la celulosa parcial se da en funcién de la proporcion de la acti-
vidad de estas enzimas, factor que incide en la tasa de degradacién de los
residuos.

Kuwahara (1984) fue el primero en describir la peroxidasa como de-
pendiente del manganeso para el mantenimiento del ciclo catalitico. Esta
peroxidasa requiere peréxido de hidrégeno como cosustrato, actuando
como catalizador en la oxidaciéon de Mn** a Mn**. El ion Mn’" unido con
un acido organico actua como agente primario en la hidroélisis de la ligni-
na. Por lo tanto, la MnP se considera una enzima clave en el proceso de
deslignificaciéon por hongos de la pudricion blanca (Saparrat et al., 2002;
Jovic et al., 2022).

Aunque los hongos de la pudricién blanca son eficientes en el inicio de
la despolimerizacién de la materia lignocelulésica, aun pueden conside-
rarse inespecificos en lo que respecta a la degradacion de la celulosa. Para
ello, es posible hacer uso de cepas productoras de enzimas celuloliticas o
realizar un consorcio entre estos dos grupos de microorganismos (Behera
et al., 2010).

Ademas de las enzimas celuloliticas, la hidrolisis de la celulosa puede
estar directamente relacionada a su separacion de la hemicelulosa, que a su
vez permite el enlace entre las cadenas de celulosa. La despolimerizacion
de la hemicelulosa requiere un conjunto complejo de enzimas extracelula-
res como las celulasas, debido a su estructura de heteropolisacarido rami-
ficado. Algunas de las enzimas que se pueden utilizar en este proceso son:
b-1,4-endoxilanasa (1,4-b-D-xilana xilohidrolasa - EC 3.2.1.8); b-D-xilo-
sidasa (b-D-xilosido xilohidrolasa - EC 3.2.1.37); acetilxilanoesterasa (EC
3.1.1.6); arabinasa (EC 3.2.1.99); a-glucuronidasa (EC 3.2.1.-); acido feruli-
co esterasa (EC 3.1.1.-) (Crepin et al., 2004; Cauftier et al., 2003; Kulkarni
et al., 1999; Kurakabe, 1997).

Tras los procesos de tratamiento, ya sea quimico o biologico, las fibras
lignoceluldsicas se despolimerizan, permitiendo el aprovechamiento de
sus fracciones de forma especifica, ya sea para la produccién de combus-
tibles a partir de la fermentacién de los sacaridos presentes en el residuo
(Pasin et al., 2020), para la produccién de disolventes (Luxin et al., 2017) y
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edulcorantes (Moraes et al., 2020) asi como para la induccién de la sintesis
enzimatica (Menezes et al., 2017) y la extracciéon de nanofibras de celulosa
(Yu et al., 2021).

Sintesis biolégicas directa

El desarrollo de metodologfas para la produccion y aplicacién de materia-
les biodegradables ha crecido en los dltimos afios con el objetivo de desa-
rrollar procesos mas eficientes que los convencionales, ademas de asegurar
la preservacion del medioambiente con base en el concepto de bioecono-
mia. Teniendo en cuenta los materiales biodegradables, la celulosa bacte-
riana (CB), considerada un polimero de carbohidratos de facil obtencién y
con potencial de aplicacién en varias areas, ha ido ganando protagonismo
(Selorm y Sukyai, 2020; Choi et al., 2022).

La CB tiene la misma férmula quimica que la celulosa vegetal, forman-
do parte del grupo de los hidratos de carbono. Ademis, la celulosa de ori-
gen bacteriano también esta formada por subunidades de celobiosa unidas
por enlaces B-1,4-glucosidicos (Portela et al., 2019). En general, la pro-
duccién de CB, en comparacion con la celulosa vegetal, es mas eficiente,
econémica y ecologicamente sostenible, ya que representa una reduccién
del impacto ambiental al eliminar la produccién de residuos secundarios,
generados a través de los reactivos quimicos utilizados en la despolimeri-
zacion del material lignocelulésico (Maiuolo et al., 2021). Ademas, la CB
no esta unida a otras subunidades (hemicelulosa y lignina) y extractos de
materiales lignocelulésicos, por lo que puede considerarse quimicamente
pura (Reiniati et al., 2017, Portela et al., 2019).

Por sus caracteristicas, CB es un producto con alta aplicabilidad in-
dustrial. Mientras que las fibras de celulosa vegetal tienen dimensiones
macrométricas, que requieren procesos de reduccién, las fibras CB tie-
nen un caracter nanométrico (Stanistawska, 2016; Dérame-Miranda et al.,
2018) lo que les confiere propiedades interesantes, como cristalinidad, alta
resistencia mecanica, alta capacidad de retencién de agua, bajo grado de
polimerizacion y biocompatibilidad (Gorgieva y Tréek, 2019).

La celulosa bacteriana puede ser biosintetizada por varias especies de
bacterias (Figura 3) pertenecientes a los géneros: Acetobacter, Achromo-
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bacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, Escheri-
chia, Komagataeibacter y Gluconacetobacter (Choi y Shin, 2020), Pseu-
domonas, Rhizobium y Sarcina (Zhong, 2020; Lahiri et al., 2021). Luego
del primer estudio documentado sobre la produccién de CB reportado
por Brown (1880), se realizaron otras investigaciones, buscando identi-
ficar especies con gran potencial productivo, entre ellas las bacterias del
género Komagataeibacter, formadas en gran parte por bacterias que antes
pertenecian al género Gluconacetobacter, que tienen una alta eficiencia de
produccion de nanocelulosa, ademas son facilmente inducibles a partir de
diferentes fuentes complejas de carbono y nitrégeno, como los residuos
lignoceluldsicos (Yamada et al., 2012; Singhania et al., 2021).

Nanocelulosa bacteriana

Figura 3. Sintesis de nanocelulosa bacteriana. Creado con BioRender.com.

Celulosa microcristalina y nanocristalina

Actualmente, se estan estudiando varios tipos de particulas de celulosa
para numerosas aplicaciones comerciales. La celulosa microcristalina (CM)
es un material comercialmente disponible que se utiliza para aplicaciones
en la industria farmacéutica y alimentaria y también como material de par-
tida para preparar celulosa nanocristalina (CN) (Klemm et al., 2011; Gupta
et al,, 2019).

La CM tiene dimensiones alrededor de 10-50 uM, mientras que la ce-
lulosa nanocristalina (CN) generalmente se refiere a materiales celulésicos
con anchos y largos de 5-70 nm y entre 100 nm y varios micrémetros,
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respectivamente. Segun sus dimensiones, funciones y métodos de prepara-
cion, estas nanoestructuras se pueden clasificar en tres subcategorias prin-
cipales: nanocelulosa (CN), celulosa microfibrilar (CMF), y nanocelulosa
bacteriana (NCB) (Klemm et al., 2011; Su et al., 2018).

Ademas de la diferencia de tamafio, los tres tipos de nanoestructuras
mencionadas anteriormente difieren en la flexibilidad. Teniendo la CN del
tipo nanofibrilar un cardcter mas flexible porque tiene dominios cristalinos
y amorfos alternados en su composicion, mientras que la CMC tiene vari-
llas rigidas con particulas 100 % de celulosa y altamente cristalino (Klemm
etal., 2011). En general, la amplia variedad de morfologias, dimensiones y
grado de cristalinidad de las nanofibras esta directamente influenciada por
la fuente del material celuldsico, las condiciones de preparacion y la téeni-
ca experimental utilizada (Habibi et al., 2010; Trache et al., 2020).

En las dltimas décadas, numerosos estudios han demostrado que las
nanofibras de celulosa (NFC) y nanocristales de celulosa (CNC) pueden
incorporarse en una amplia gama de matrices poliméricas, incluidas las sin-
téticas y naturales (como almidén, PLA y quitosano), para la produccién
de nanocompositos con el objetivo de mejorar las propiedades mecanicas
y de barrera (Siqueira et al., 2010; Duran et al., 2012; Zhang et al., 2021).

Ademas de dar refuerzo mecanico a los polimeros, la NFC y la CNC
tienen otras aplicaciones, como un uso potencial en la elaboracién de es-
pumas, aerogeles (Eichhorn et al., 2010; Lavoine et al., 2017), y membra-
nas de permeabilidad selectiva para dialisis (Li et al., 2011; Jorfi y Foster,
2014). Asimismo, pueden ser utilizados en la sintesis o mejora de mate-
riales adhesivos (Kajtna y Sebenik, 2017), baterfas de litio, soportes para
inmovilizacién enzimatica o hibridos de celulosa y metales nobles para su
aplicaciéon como biosensores (Samir et al., 2006; Velusamy et al., 2017),
entre Otros.
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Aplicaciones recientes de la nanocelulosa desarrolladas
en el Laboratorio Nacional de Nanotecnologia LANOTEC
CENAT

Adicion de nanocelulosa en mezclas para materiales de construccion

El concreto convencional, sin refuerzo, es un material que se caracteriza
por tener una alta resistencia a la compresion y es uno de los compuestos
mas versatiles en la construccién. Sin embargo, existe la necesidad de mo-
dificar algunas de sus propiedades, tales como la resistencia a la traccion,
la dureza, y la durabilidad para aplicaciones mas especificas. Actualmente,
esta y otras deficiencias pueden ser superadas por medio del uso de un
refuerzo convencional y, en cierta medida, por la inclusién de fibras. Las
fibras naturales pueden constituir una posibilidad de uso para modificar
las propiedades del concreto, ya que estan disponibles en grandes cantida-
des, representan una fuente renovable continua y por lo tanto constituyen
un material alternativo para reforzar y mejorar las propiedades fisicas y
mecanicas del concreto (Paricaguan et al., 2019).

Como parte del trabajo del Laboratorio Nacional de Nanotecnologia
en el area de biorrefineria, se realizé un estudio de evaluacion del efecto de
la adiciéon de nanocelulosa obtenida a partir del rastrojo de pifia en mezclas
para materiales de construccion. En esta investigacion se evaluaron las po-
sibles variaciones en las propiedades de resistencia a tensiéon, compresion
y trabajabilidad de mezclas de mortero de cemento hidraulico adicionadas
con distintos porcentajes de nanocelulosa.

Las fibras se caracterizaron mediante Termogravimetria (TGA), Es-
pectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), Microsco-
pia Electrénica de Barrido (SEM) y analisis de humedad. Luego, fueron
sometidas a tratamientos quimicos para producir dos aditivos a base de
nanocelulosa: nanocelulosa aislada (NC) y nanocelulosa con microsilica
(8C). Se realizaron mezclas con cuatro porcentajes de adiciéon de nano-
celulosa, ademas de la mezcla patrén (0 %). Los porcentajes en estado
acuoso respecto al peso del cemento para cada aditivo obtenido fueron de
0,125 %, 0,25 %, 0,50 %, y 1 %. Con respecto a los resultados obtenidos,
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en todas las mezclas se obtuvo una reducciéon porcentual en la relacién
agua/cemento en comparacion a la mezcla patréon. Las reducciones pot-
centuales fueron mayores para las adiciones del sustrato completo (SC)
en comparacién con las de la NC. Asi mismo, en todas las mezclas, se
obtuvieron valores de resistencia a la tension (Figura 4) y a la compresion
mayores a la mezcla patrén. Adicionalmente, todos los promedios de re-
sistencia a la tension y de resistencia a la compresion obtenidos en las mez-
clas con adicién de la NC presentaron resultados superiores a las mezclas
con adicién del sustrato completo (Solis et al., 2019).
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Figura 4. Resistencia a tension en mezlas cementicias con adicion de nanocelulosa (NC)
Fuente: Solis, E. Tesis de Licenciatura, Ingenierfa Civil, Universidad de Costa Rica.

Microcdpsulas de alginato reforzadas con nanocelulosa para la
encapsulacion de conidios de Trichoderma longibrachiatum

Trichoderma es un género de hongo saprofito, muy utilizado para el con-
trol de plagas en plantas debido a su capacidad de producir enzimas y
metabolitos secundarios para el control de los fitopatégenos (Degani et
al., 2021; Nuangmek et al., 2021). Sin embargo, se ha determinado que las
formulaciones comerciales que actualmente existen y que no involucran
encapsulamiento, tienen el inconveniente de que disminuyen la viabilidad
del hongo. Es debido a esto, es que en los dltimos afios se han incrementa-
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do las investigaciones relativas a la proteccion de las esporas de Trichoderma
en contra del estrés bidtico y abidtico, y de esta forma aumentar la viabi-
lidad del hongo y por ende el tiempo de almacenamiento de Trichoderma.
Una de estas estrategias de proteccion es a través de la microencapsulacion
(Maruyama et al., 2020; Peil et al., 2020).

La microencapsulacién constituye una estrategia fundamental para la
proteccion y liberacion controlada de biomoléculas y microorganismos
(Maruyama et al., 2020; Bennacef et al., 2021). Diversos polimeros natu-
rales se han utilizado para la sintesis de microcapsulas, entre ellos los poli-
sacaridos y las proteinas, son los mas utilizados actualmente (Ngwuluka et
al., 2020; Maleki et al., 2020).

Recientemente, en el LANOTEC se esta desarrollando una linea de
investigacion relacionada al desarrollo de microcapsulas de alginato utili-
zando el método de emulsioén agua en aceite (W/O) y se estd evaluando
la incorporacién de diferentes concentraciones de quitosano (0,25, 0,5y
1 %) como material de recubrimiento a la formulaciéon de alginato, y la
adicién de tres concentraciones de nanocelulosa proveniente de fibras
de algodén (0,25, 0,5 y 1 %) como agente de refuerzo mecanico (Figu-
ra 5). Las microcapsulas se han caracterizado mediante técnicas como la
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), Analisis
termogravimétrico (TGA), Calorimetria de barrido diferencial (DSC) y
Microscopio electronico de barrido (SEM), con resultados promisorios.
Ademas, en conjunto con la Universidad Nacional de Costa Rica, estas
microparticulas se estan utilizando para la encapsulacion de conidios del
hongo Trichoderma longibrachiatum, con el fin de evaluar su viabilidad bajo
diferentes condiciones de temperatura y tiempos de almacenamiento, ade-
mas, de que se estan desarrollando pruebas de antagonismo in vitro para
el control de Fusarium oxysporuns.
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Trichoderma longibrachiatum
w. - -

~ L3
Accién N
antagonista

Microcdapsulas de alginato Fusarium oxysporum
con nanocelulosa

Figura 5: Microencapsulacion de conidios de Trichoderma longibrachiatum y su accidn antagonista para
el control de Fusarium oxyspornm. Creado con BioRender.com

Funcionalizacién de nanocelulosa para la inmobilizacién de
radiofdrmacos para diagnostico de cdncer

La nanocelulosa se presenta como un material muy prometedor para di-
versos fines, y particularmente se muestra muy rentable para aplicaciones
en biomedicina por ser un material biocompatible, biodegradable y no t6-
xico (Lecot, 2021; Patil, 2022; Curvello, 2019). Asimismo, los derivados
del acido hidrazinonicotinico (HYNIC) han sido utilizados como agentes
de coordinacién para su union a 9mTc en el desarrollo de radiofarmacos
(Liu, 2005; Anzola, 2019). Para ello, el LANOTEC en conjunto con el la-
boratorio de Técnicas Nucleares Aplicadas a la Bioquimica y Biotecnologia
(Uruguay), estudiamos y desarrollamos NC-HYNIC-99mTc para el diag-
noéstico por imagen, utilizando NC obtenida de cascara de arroz, Tricho-
derma reseii y Phanaerochaete chrysosporium en un sistema de semifer-
mentacion solida para generar un potencial agente nanoradiofarmacéutico.

En este trabajo, se realiz6 la separaciéon de nanosilice, microcelulosa
y nanocelulosa utilizando la técnica TAPPI T203 os-74 (Lopretti, 1990;
Lopretti, 2017). Luego la sintesis del conjugado NC-HYNIC se realizé
siguiendo un procedimiento de un solo paso. El conjugado NC-HYNIC
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se caracterizo por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fou-
rier (FTIR), analisis termogravimétrico (TGA), microscopia electronica
de barrido (SEM) y microscopia de fuerza atémica (AFM). A partir de
estas técnicas se caracterizo la NC, presentando una estructura de nanofi-
bras de tipo laminar. El rendimiento de NC fue del 55 %, y el conjugado
NC-HYNIC de un 36 %. Los analisis de TGA y FTIR mostraron que la
NC funcionalizada con HYNIC tenfan caracteristicas similares a las de
NC. Ademais, el analisis AFM de la NC funcionalizada mostrd una altura
promedio de 8 £ 3 nm, mientras que la NC mostré una altura promedio
de 10 £ 4 nm.

Posteriormente, se estudi6 la unién a 99mTc, y la pureza del producto
radiomarcado por cromatografia ITLC. El proceso de radiomarcaje fue
muy eficiente con una pureza radioquimica de 98 * 1,2 %, lo cual muestra
la posibilidad de un potencial agente de imagen para diagnéstico oncolo-
gico.

Nanocelulosa como refuerzo en membranas poliméricas

El procedimiento quimico mas utilizado para la produccién de nanoce-
lulosa es la hidrélisis acida. Sin embargo, este tipo de tratamiento puede
generar impacto ambiental y aun ofrece baja posibilidad de reutilizacién
(Boujemaoui et al., 2015). Como alternativa es posible realizar la hidrolisis
usando liquidos i6nicos (LI), que son menos agresivos para el medioam-
biente, presentan baja presion de vapor, no son inflamables y son térmica
y quimicamente estables, lo que permite su reciclaje durante el proceso de
tratamiento (Elgharbawy et al., 2016; Zhang et al., 2017).

Las nanofibras de celulosa tienen potencial de aplicacion en el cam-
po de los polimeros y materiales, biosensores y refuerzo mecanico. Este
potencial hace que las nanofibras sean promisorias para su aplicacién
en membranas biodegradables en la industria del embalaje (Mateo et al.,
2021; Menezes et al., 2021). De esta forma, se desarrollé una propuesta
para la obtencién de nanofibras de celulosa a partir del tratamiento bio-
masa lignocelulésicas por LI, para posterior incorporacion en membranas
poliméricas con el objetivo de mejorar sus propiedades mecanicas.
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El tratamiento quimico se realiz6 mediante hidrolisis con liquidos
i6nicos (Metilimidazolio, THTDP (Br) y THTDP (CH,SO,)). Todas las
muestras tratadas fueron caracterizadas a través de ensayos térmicos, mor-
folégicos, estructurales y mecanicos, para confirmar la extraccion y carac-
terfsticas de la nanocelulosa obtenida, que luego se aplicé en la produccién
de nanocompositos (membranas). Para la obtencién de la membrana se
prepar6 una suspension compuesta por almidon soluble, glicerol (plastifi-
cante) y agua. Posteriormente, la mezcla se sometié a condiciones contro-
ladas de calentamiento, agitacion y tiempo. Luego, se agregod a la mezcla un
porcentaje de una solucién de nanofibras de celulosa.

A partir de los resultados de rendimiento de extraccion, se pudo con-
firmar la eficiencia de este tratamiento, especialmente para los LI con imi-
dazolio, lo que también fue confirmado por analisis de microscopia SEM
y AFM, que permitié6 observar una mayor concentraciéon y homogenei-
dad de fibras en este tratamiento (Figura 6). Ademas, se pudo verificar
que luego del proceso de incorporacion de las nanofibras de celulosa en
las membranas de almidén, hubo un aumento en la resistencia mecanica,
comprobado por la mejora de los parametros de la prueba de traccién
(tilempo de elongacion, fuerza de traccion y médulo de elasticidad).
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Figura 6: Nanofibras de celulosa extraidas a partir del tratamiento com el liguido idnico metilimidazolio
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Evaluacion de la viabilidad de produccion de nanocelulosa

El Laboratorio Nacional de Nanotecnologfa, inici6 el desarrollo de sus
investigaciones en la obtencién y aprovechamiento de nanocelulosa en-
fatizando en los dltimos afios en los residuos de la industria de la pifa.
Sin embargo, en Costa Rica, la informacién sobre estudios que permitan
determinar una evaluacion de viabilidad para la obtenciéon de nanocelulosa
son escasos. Por lo cual el LANOTEC elaboré un estudio de factibilidad
dividido en: estudio de mercado, estudio técnico, evaluacién ambiental y
un estudio econémico, que logré generar informacion sobre la produc-
cion de este nanomaterial a escala industrial.

En el estudio de mercado, los analisis de demanda, oferta y precios, se
realizaron mediante entrevistas y envio de correos electrénicos a expertos
nacionales e internacionales. También se utilizé informacién estadistica de
instituciones costarricenses y referencias bibliograficas. Con respecto al
estudio técnico, el proceso de produccién, capacidad de planta y equipos
necesarios para el proceso, se verificaron mediante revision de literatura
y estimaciones a partir del estudio de mercado. Ademas, se utiliz6 el pro-
grama SuperPro Designer para realizar el diagrama de flujo del proceso
analizando diferentes eficiencias del método (42 %, 50 % y 95 %). La
evaluacién ambiental, se desarrollé6 mediante un analisis descriptivo de los
efectos en las actividades que se realizan en el establecimiento y planta
de produccion, asimismo, se propusieron medidas de mitigaciéon de los
efectos con mayor peso sobre el ambiente. Para el estudio econémico,
toda la informacion para estimar los costos de produccion, costos de ad-
ministracion, costos de ventas y de inversion inicial, se obtuvo del estudio
de mercado, del estudio técnico y cotizaciones (Moreno et al., 2019). Los
resultados de este estudio mostraron un nivel aceptable de rentabilidad y
factibilidad, generando una fuente de informacion que sea posible utilizar
en futuras investigaciones y a la vez, se puedan actualizar y ampliar datos
relacionados con el tema.
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Subproductos obtenidos del proceso de produccion de
nanocelulosa

Dentro del proceso quimico de produccion de nanocelulosa a partir de la
biomasa, se pueden obtener otros subproductos, como la microcelulosa,
la hemicelulosa, la pectina, la lignina y la silice. En un estudio previamente
publicado por el LANOTEC (Corrales et al., 2018), se encontr6 silice bio-
génica (BSR) en forma de rosetas de 10 um de longitud y 5 um de altura
en la superficie de la cuticula de la cascara de pina (Figura 7).
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Figura 7. Imdgenes en SEM de la silice biogénica obtenidas como subproducto del proceso de extraccion
de nanocelnlosa

Esta silice biogénica, formada por granulos de 300 nm, tienen caracteristi-
cas interesantes desde el punto de vista industrial ya que mejoran las pro-
piedades mecanicas y la respuesta frente al estrés provocado por el ataque
de microorganismos. Con base en esta informacion previa, recientemente
en el LANOTEC se desarrollé una investigaciéon sobre el uso de silice
biogénica proveniente de la cascara de pifia, como materia prima para la
generacion de peliculas antiadherentes bacterianas de polidimetilsiloxano
(PDMS), y se evalu6 la actividad antimicrobiana de la BSR contra Escheri-
chia coli y las propiedades antiadhesivas de las peliculas de BSR en PDMS
(Castro-Mora et al., 2022).
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El material desarrollado se caracterizé por diversas técnicas, como mi-
croscopia electrénica de barrido (SEM), microscopia de fuerza atémica
(AFM), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y
angulo de contacto con el agua. Con esta investigacion, se determind que
la cobertura de alta densidad formada por la silice biogénica aument6 la
rugosidad del PDMS vy la repelencia al agua de la superficie y disminuyé
la adhesion de la bacteria Escherichia coli. Ademas, se estudi6 la disrupcion
de las membranas plasmaticas de las células sanguineas. Asimismo, en esta
investigacion se funcionalizoé la silice biogénica con octadeciltrietoxisilano
con el objetivo de aumentar la hidrofobicidad entre los vacios del BSR y su
superficie. Gracias a esta funcionalizacion, se logré disminuir la adhesion
de bacterias.

Este proyecto viene a contribuir en la generacién de materiales con
actividad antimicrobiana, con el fin de aliviar la aparicién de varias cepas
multirresistentes que se ha relacionado con el uso extensivo de antibioti-
cos. Ademas, el recubrimiento desarrollado tiene otros usos potenciales,
como servir de plataforma para el encapsulamiento de compuestos activos
debido a su alta porosidad, que se podrian estudiar a futuro.

Conclusiones

Globalmente existe una gran necesidad de buscarle un uso adecuado a los
residuos agroindustriales, con el fin de contribuir a la disminucién de la con-
taminacion ambiental, provocada por el exceso de residuos no utilizados.
Estos desechos agroindustriales, se podtian emplear dandoles un valor agre-
gado en diferentes areas tales como la alimentaria, médica, plasticos, agro-
fertilizantes, entre otros. La biomasa lignoceluldsica proveniente de residuos
agroforestales representa un recurso abundante, renovable y econémico
para la produccién de diversos productos comerciales. La nanocelulosa pro-
ducida a partir de la celulosa, constituye un material de alto valor agregado.
Ademas, su uso ha recibido mucha atenciéon en numerosos sectores indus-
triales debido a sus propiedades mecanicas, térmicas, baja densidad, alta bio-
compatibilidad y biodegradabilidad. Para la produccién de la nanocelulosa
se pueden utilizar diversos métodos entre ellos, tratamientos quimicos, me-
canicos, degradacién microbiolégica y sintesis bioldgica directa.
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Finalmente, es importante impulsar en la gestién del sector agroindus-
trial, la implementacion de mas proyectos en los que se puedan aprovechar
los residuos biomasicos, contribuyendo asi, en la mejora de las condicio-
nes sociales, econémicas y ambientales.
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