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Resumen 1

RESUMEN

El constante uso de polimeros comerciales derivados de petrdleo en la industria ha traido
a discusion problemas que estos pueden generar en el medio ambiente como su tardia
degradacion. A raiz de esto, los bioplasticos hechos de biopolimeros y materiales
naturales han surgido como una alternativa al uso de plasticos comerciales. Por esta razon,
en la presente tesis se desarrolla la fabricacion y caracterizacion de un nuevo
bionanocompuesto hecho a partir de Nostoc commune, una cianobacteria comun que
crece en la sierra andina de Peru, y nanorefuerzos de montmorillonita (MMT), una

nanoarcilla.

A través de un método de extraccion sistematico se obtuvo los exopolisacaridos de N.
commune con una eficiencia similar a otros métodos de extraccion revisados en la
literatura. Posteriormente, diferentes cantidades de MMT (0, 1, 2,5y 7 wt%) se agregaron
para la fabricacion de films del bionanocompuesto de N. commune con MMT. Las
caracterizaciones fisicoquimicas mediante FTIR permiti6 conocer la presencia de grupos
hidroxilos, polifenoles, carboxilos, hidrocarbonos y unidades de glucosa tipicos de los
exopolisacaridos. Ademas, se identificO un aumento de grupos OH al aumentar las
cantidades de MMT. Las caracterizaciones térmicas de TGA demostraron que existe una
mejor estabilidad térmica para los films de NC/MMT 5% y 7% cuando la pérdida de peso
es de 50% al tener temperaturas de degradacion de hasta 90°C mas respecto al film base.
Por otra parte, el DSC realizado mostré que los picos endotérmicos asociados a la perdida
de humedad no son afectados por la presencia de MMT. La caracterizacion morfologica
demostrd que agregar MMT al biopolimero hace que pierda su uniformidad debido al
aumento de rugosidad en su superficie. Las caracterizaciones mecanicas demostraron que
los films con MMT presentaron mejores propiedades mecanicas, siendo los films de
NC/MMT 5 wt% los que tuvieron los valores mas altos de modulo elastico y resistencia
(20.02 MPa y 2.24 MPa, respectivamente). Es decir, un aumento de 20.02% y 50.33% de

estas propiedades respecto al film base.

Los resultados encontrados en el presente trabajo sugieren que estos nuevos
bionanocompuestos a partir de N. commune puede servir como un material prometedor

con potenciales aplicaciones biomédicas como recubrimientos 0 membranas.
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ABSTRACT

The frequent use of commercial petroleum-derived polymers in the industry has brought
up discussions about the problems they can generate in the environment, such as their
slow degradation rate. As a result, bioplastics made from biopolymers and natural
materials have emerged as an alternative to the use of commercial plastics. Therefore, the
present thesis focuses on the manufacturing and characterization of a new
bionanocomposite made from Nostoc commune, a common cyanobacteria present in the

Andean mountains of Peru, and montmorillonite nanoreinforcements, a type of nanoclay.

Through a systematic extraction method, exopolysaccharides from N. commune were
extracted with similar efficiency compared to other similar extraction methods in the
literature. Subsequently, different amounts of montmorillonite nanoparticles were added
to prepare N.commune based bionanocomposite films (0, 1, 2, 5 y 7 wt%). The
physicochemical characterizations via FTIR revealed the presence of hydroxyl,
polyphenol, carboxyl, hydrocarbon groups, and typical glucose units found in
exopolysaccharides. Additionally, an increase in OH groups was identified as the amount
of montmorillonite increased. TGA characterizations demonstrated an improved thermal
stability for the NC/MMT 5% and 7% films, as the 50% weight loss occurred at
degradation temperatures up to 90°C higher compared to the base film. Moreover, the
DSC analysis showed that the endothermic peaks associated with moisture loss were not
affected by the presence of montmorillonite. Morphological characterization revealed that
the addition of montmorillonite to the biopolymer reduced its uniformity due to increased
surface roughness. Mechanical characterizations showed that films containing
montmorillonite exhibited enhanced mechanical properties, with the NC/MMT 5 wt%
films achieving the highest elastic modulus and tensile strength values (20.02 MPa and

2.24 MPa, respectively), representing increases of 20.02% and 50.33% over the base film.

The results obtained in this study suggest that this film based on a novel
bionanocomposite derived from N. commune could serve as a promising material with

potential biomedical applications such as coatings or membranes.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente, los plasticos convencionales derivados de fuentes fosiles han sido
utilizados en amplia variedad de industrias y aplicaciones. Esto debido a sus buenas
propiedades mecanicas, de barrera, aislantes térmicos, resistencia a la corrosion, etc. Sin
embargo, su uso ha generado también repercusiones debido al impacto ambiental
generado desde el momento de su manufactura hasta su posterior desecho. La reduccion
de recursos fosiles no renovables y la degradacion tardia de estos han hecho que se
desarrollen nuevas alternativas de caracter mas eco-amigable y que puedan satisfacer las

mismas necesidades de manera eficiente.

Ante esta problematica, los biopolimeros; de caracteristicas biodegradables, no tdxicas,
sostenibles y provenientes de fuentes renovables, son una solucion novedosa para
reemplazar los plasticos convencionales. Ademas, presentan buenas propiedades contra
gases como el oxigeno, son biocompatibles y se encuentran en abundancia. A pesar de
sus beneficios, estas presentan también algunas limitaciones como bajas propiedades

mecanicas y bajas propiedades de barrera al agua por sus caracteristicas hidrofilicas.

Para superar estas limitaciones se ha hecho uso de la nanotecnologia a través del uso de
diversos tipos de nanorefuerzos. Ejemplos de estos son los nanotubos de carbono,
montmorillonita, nanocelulosa, nanoparticulas de titanio, entre otros. Al interactuar con
la matriz biopolimérica de manera fisica o quimica, las propiedades del material
nanoreforzado mejoran notablemente. A este tipo de materiales se les denomina

bionanocompuestos.

Esta tesis se centra en la fabricacion de un nuevo bionanocompuesto utilizando como
matriz biopolimérica Nostoc commune, una cianobacteria de abundante presencia en los
lagos de las zonas andinas del Per(; y nanorefuerzos de MMT, una nanoarcilla con buenas
propiedades mecanicas, bajo costo y ampliamente disponible comercialmente. Se
investigara sus propiedades mecénicas, térmicas, fisicoquimicas y morfoldgicas a través
de las técnicas de caracterizacion como espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR-ATR), dispersion de luz dindmica (DLS), calorimetria diferencial de
barrido (DSC), analisis termogravimétrico (TGA), microscopia electronica de barrido

(SEM) y ensayos de traccion. Se evaluard y discutird estos resultados con distintas
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cantidades de MMT, para posteriormente compararlo con films de N. commune con

glicerol y bionanocompuestos similares disponibles en la literatura.

El objetivo final de esta tesis es desarrollar un nuevo bionanocompuesto de N. commune
y montmorillonita. Ante la escasa informacion disponible de bionanocompuestos
elaborados a partir de esta cianobacteria, esta investigacion pretende dar un paso adelante
a través del conocimiento de sus propiedades fisicoquimicas, mecanicas y térmicas. Los
resultados obtenidos ayudaran a clarificar la posibilidad de la fabricacion de bioplasticos
a partir de este bionanocompuesto y sus potenciales aplicaciones en campos como el

biomédico o de empaquetamiento.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Fabricar bionanocompuestos a partir de exopolisacaridos de la cianobacteria Nostoc

commune y nanorefuerzos de montmorillonita.

Objetivos Especificos

Describir el proceso de manufactura de los bionanocompuestos a partir de Nostoc
commune.

Caracterizar las propiedades mecanicas, térmicas, fisicoquimicas y morfologicas
de los bionanocompuestos empleando técnicas de caracterizacion que incluyen la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR-ATR), dispersion de
luz dinamica (DLS), calorimetria diferencial de barrido (DSC), analisis
termogravimétrico (TGA), ensayos de traccion y microscopia electronica de
barrido (SEM).

Analizar los resultados obtenidos de las técnicas de caracterizacion mencionados
para los bionanocompuestos con distintos porcentajes de nanorefuerzos.
Comparar los resultados obtenidos de las caracterizaciones de los

bionanocompuestos con otros reportados en la literatura.
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CAPITULO 1 ESTADO DEL ARTE

1.1 Polimeros

Los polimeros son materiales compuestos por una gran cantidad de unidades repetitivas
llamadas mondmeros. Estas forman largas cadenas, principalmente formadas por carbono
e hidrégeno. Dentro de estas cadenas puede haber cientos, miles o millones de
monomeros, formando cadenas de moléculas de alto peso molecular, comunmente
denominadas macromoléculas. De acuerdo a la forma de estas cadenas se pueden
clasificar en polimeros lineales, ramificados y entrecruzados (Figura 1). El entrecruzado
que existe en estas cadenas define la diferenciacion entre un polimero termoplastico y
termoestable, pues estas determinan el comportamiento térmico del material. Los
polimeros que no presentan entrecruzamiento (lineales y ramificados) pasan a fase liquida
antes de llegar a su temperatura de descomposicion. Estos polimeros son definidos como
termoplasticos. Por otra parte, los polimeros que poseen entrecruzamientos se
descomponen antes de llegar a poder derretirse como liquido, denomindndose este tipo

de polimeros como termoestables o termofijos (Padsalgikar, 2017).

Son piezas fundamentales en diversos productos de la industria debido a sus principales
propiedades que presentan los polimeros como bajo peso molecular, aislante eléctrico y
térmico, son durables, moldeables, presentan resistencia a la corrosion, son de bajo costo,

entre otros (A. Kumar & Gupta, 2003).
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Figura 1. Estructura de las cadenas de polimeros: lineales, ramificados y entrecruzados.

Fuente: Padsalgikar (2017).

1.2 Biopolimeros

Los biopolimeros o polimeros naturales son macromoléculas que estan presentes en los
sistemas bioldgicos de los seres vivos como plantas, microorganismos, animales. Existen
diversos biopolimeros, por ejemplo, la celulosa, es el biopolimero mas abundante en la
Tierra con una produccion anual de 1.5 X 102 toneladas. Est4 presente en las paredes
celulares de plantas y arboles. También existen ciertos tipos de bacterias y algas capaces
de bio-sintetizar celulosa. El segundo biopolimero mas abundante es la quitina, presente
en el exoesqueleto de artropodos, por ejemplo, en el caparazon de crustaceos como
camarones y cangrejos, ademads de las cuticulas de insectos. El quitosano, presente en el
esqueleto de crusticeos marinos, posee una estructura similar a la quitina, con la
diferencia que la quitina es insoluble en solventes comunes, mientras que el quitosano
puede ser disuelto en soluciones acidas con un pH menor a 6.5 (S. Dassanayake et al.,

2019).
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De acuerdo a su origen los biopolimeros se pueden clasificar en tres diferentes categorias:
biopolimeros naturales, biopolimeros sintéticos y biopolimeros basados en sus unidades
repetitivas (Singh et al., 2021). En la Figura 2 se realizo un esquema de esta clasificacion
con ejemplos de cada uno.

BIOPOLIMEROS
NATURALES:

- Celulosa
- Almidon
- Gelatina

BASADOS EN SUS

Celulosa UNIDADES
REPETITIVAS :
BIOPOLIMEROS , - Queratina
SINTETICOS: BIOPOLIMEROS - Proteinas

- Acido nucleico

- Acido Polilctico
- Quitosano
Policaprolactona \\*

PLA Queratina

sintetizacion quimic

Figura 2. Clasificacion de biopolimeros seglin su origen.

Los biopolimeros presentan diversas caracteristicas las cuales permiten que tengan
diversos campos de aplicaciones: son versatiles; presentan varias propiedades fisicas,
mecanicas, térmicas, etc.; son biodegradables, renovables, no toxicos y biocompatibles.
Entre sus aplicaciones podemos encontrar, por ejemplo, el quitosano ha sido utilizado en
la industria biomédica debido a sus propiedades biocompatibles y biodegradables en
forma de geles, membranas, films. El uso de este biopolimero se ha podido ampliar en
aplicaciones como la ingenieria de tejidos cuando se ha combinado con otros materiales
para asi mejorar sus propiedades mecanicas (Sharifianjazi et al., 2022). Otra aplicacion
es en la industria alimentaria, donde un biopolimero muy utilizado es la carragenina como

agente espesante y gel en diversos alimentos (Udo et al., 2023). En la industria de
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empaques, el PLA, polihidroxialcanoato (PHA) y el almidén han sido biopolimeros muy
utilizados por ser biodegradables y también comercialmente accesibles. Sin embargo, las
caracteristicas hidrofilicas que poseen han hecho que su uso se vea limitado ante la
posible filtracion de elementos indeseados o efectos en el contenido de los empaques.
Una alternativa con buenas propiedades de barrera es el acido poliglicolico (PGA), un
biopolimero utilizado para mejorar las propiedades de barrera del almidéon y el PLA

(Guessasma, 2022).

Debido a la abundante biodiversidad existente en el pais, se puede encontrar una vasta
cantidad de biopolimeros. Se ha reportado en la literatura la elaboracion de films
biodegradables a partir del almidon de diversos cultivos andinos como papa, yuca,
garbanzos, camote, entre otros (Torres et al., 2011). La cianobacteria Nostoc commune es
también un ejemplo de biopolimero que existe en la zona de la sierra peruana, y presenta
no solo un valor nutricional, sino un potencial para elaborar materiales como bioplasticos

a partir de ella.

1.3 Exopolisacaridos

Los exopolisacaridos (EPS) son polimeros compuestos de unidades repetitivas de azticar
o derivados de ella. Son producidas por organismos como las algas, bacterias, hongos. De
acuerdo a sus unidades de monosacaridos, los EPS se pueden clasificar en
homopolisacaridos y heteropolisacaridos (P. Paul et al., 2023). Los homopolisacaridos
son aquellos que consisten solo de un solo tipo de monosacérido (dextrano, pululano,
celulosa, curdlan, levan). Por otra parte, los heteropolisacaridos son estructuras mas
complejas compuestas de unidades repetitivas de dos o mas tipos de monosacaridos
(xantano, gellan, alginato). La composicion de los EPS usualmente consiste de pentosas,
hexosas, acidos urdnicos, amino azdcares, proteinas, acidos nucleicos, sustituyentes
organicos como el acetato, piruvato, glicerato, succinato y sustituyentes inorganicos

como el sulfato y fosfato (Parikh & Madamwar, 2006;Mishra & Jha, 2013).

El uso de los EPS se ha reportado en diversas aplicaciones. En la industria alimentaria,
por ejemplo, el curdlan, gellan y dextrano han sido utilizados como gelificantes (Xu et

al., 2017; Suresh Kumar et al., 2007), mejorar la viscosidad de productos alimenticios
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derivados de leche (Mangolim et al., 2017) y optimizar la textura de fideos hechos con
tofu (Xin et al., 2018). Por otro lado, el quitosano (Figura 3) ha sido utilizado en
aplicaciones biomédicas como el tratamiento de infecciones bacterianas (Meng et al.,

2021) y la ingenieria de tejidos (Nakamatsu et al., 2006).

Figura 3. Quitosano en forma de pellets.

Fuente: Nakamatsu et al. (2006).

La extraccion de EPS puede ser a través de métodos fisicos o quimicos. Los métodos
fisicos son sonicacion, calentamiento, centrifugacion, freeze thawing; mientras los
métodos quimicos se utilizan reactivos como NaOH, formaldehido o etanol para realizar
la extraccion. La Figura 4 muestra el método utilizado por Kavitake et al. (2022) para

extraer EPS de galactano a partir de colonias de Weisella confusa.


https://doi.org/10.1021/bm0605311
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Figura 4. Método de extraccion de EPS de colonias de Weisella confusa.

Fuente: Kavitake et al. (2022)

1.4 Nostoc Commune

Las cianobacterias son microorganismos que pueden producir fotosintesis ya que
contienen clorofila. Su principal diferencia con las bacterias es que no poseen un ntcleo.
Tienen una alta capacidad de adaptacion, pudiéndose adaptar a distintos cambios
climaticos. Ciertas cianobacterias pueden producir polihidroxialcanoatos (PHA) de los
cuales hay derivados como el polihidroxibutirato (PHB) que ha mostrado ser una
potencial fuente para la elaboracion de biopolimeros en reemplazo a polimeros
tradicionales utilizados como el polipropileno (Markl et al., 2019). Diversos autores han
investigado las concentraciones de acumulaciéon de PHA o PHB que pueden encontrarse
en cianobacterias, encontrandose, en general, que la mayoria de investigaciones estan ain
en una temprana etapa de desarrollo, siendo los biopolimeros extraidos de estas no

comercialmente disponibles en el momento que se escribe la presente tesis. Aulosira
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fertilissima es la primera cianobacteria encontrada capaz de acumular concentraciones de
PHB de hasta 85%, mostrando que el biopolimero extraido de ella compartia propiedades

similares a la de polimeros comerciales (Markl et al., 2019).

Las cianobacterias de N. commune pertenecen al género Nostoc. Dicho género comprende
también las especies N. sphaericum, N. paludosum, N. carneum, entre otras. Se las suele
confundir con algas a pesar de no serlas propiamente, ya que estan compuestas de células
procariotas y generar su propio alimento mediante la fotosintesis oxigénica en el agua. Su
aspecto es verdoso, de forma esférica y de suave textura como se observa en la Figura 5.
Suelen encontrarse en zonas humedas, como rios y lagunas, hasta en invernaderos y
vegetaciones en lugares himedos. Son muy comunes y aparecen en diversos habitats y
paises. Se pueden hallar en paises como Tailandia, China, Bolivia y Peru. Son
considerados comestibles y de alto valor nutricional, siendo parte de la cultura
gastrondmica de algunos paises donde esta cianobacteria crece (Z. Huang et al., 1998).
En el Pert a esta cianobacteria se le denomina comunmente cushuro o murmunto. Debido
a su composicion abundante de componentes bioactivos, se ha registrado su uso en la

industria médica y farmacéutica (Tseng: et al., 2021).

Figura 5. Imagen Representativa de Nostoc Commune.
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La cantidad de EPS en N. commune puede llegar a constituir mas del 60% de su peso seco
(Hill et al., 1997). Los polisacaridos producidos por esta cianobacteria son complejos y
esta compuesto por varios azucares, entre ellos la galactosa, glucosa, arabinosa, xilosa,
acido uronico y acido glucuronico (Briill et al., 2000; Helm et al., 2000; KAJIYAMA &
KOBAYAS, 2003). La presencia de estos se puede justificar posiblemente a su funcion
de proteger las células de diversos habitats ademas de la formacion de complejas esteras
microbianas en una gran variedad de substratos. A dia de hoy, la sintesis de los EPS en
N. commune sigue siendo compleja de entender debido a la escasa informacion presente

en la literatura (Pereira et al., 2013).

Diversos estudios han utilizado los EPS de N. commune en potenciales aplicaciones
biomédicas debido a su actividad antibacterial y antioxidante (Quan et al., 2015; Li et al.,
2011; H.-B. Wang et al., 2014), actividad antidiabética (X. Wang et al., 2022) y su efecto

ante desordenes mentales como la esquizofrenia (Bahnamiri et al., 2024).

Se ha reportado también el uso de N. Commune en la fabricacion de biopolimeros en la
literatura. Por ejemplo, S. Rodriguez et al. (2017) produjo films a partir de
exopolisacaridos de N. Commune. Estos films fueron mejorados con la presencia de
glicerol, un plastificante que ayuda la procesabilidad de los films de NC. Los resultados
muestran propiedades mecanicas similares a los de otros exopolisacaridos previamente.
Los films muestran un potencial uso en aplicaciones biomédicas como membranas y

recubrimientos.

1.5 Materiales Compuestos

Son materiales formados por dos o mas fases (materiales), formando un nuevo material

con caracteristicas superiores a la de cada componente por separado
Sus componentes principales son:

- Matriz: Se define como matriz a la fase continua del material compuesto. Proporciona
al conjunto dependiendo del tipo de material y sus condiciones de utilizacion propiedades

como resistencia a la corrosion, resistencia mecanica en caliente, bajo peso molecular,
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etc. Generalmente, para que se cumpla una transmision Optima, la matriz debe operar

dentro del rango elastico.
Sus funciones principales:

° Propiciar la unidn solidaria de los elementos que forman parte del refuerzo,

separandolas para evitar la transmision de grietas a través del compuesto.
° Transmitir y direccionar las cargas entre los elementos de refuerzo.

- Refuerzo: Usualmente son las segundas fases de un material compuesto. Estas ayudan
a mejorar las propiedades del material en conjunto. Son la parte mas importante del
material compuesto ya que soportan el mayor porcentaje de los esfuerzos, y dependiendo
de sus caracteristicas, forma y orientacion puede cambiar las propiedades mecanicas del

material como resistencia y tenacidad.

Segun la orientacidon y forma de sus fibras, estos se pueden clasificar principalmente en
fibras continuas, fibras discontinuas, whiskers y particulas (Figura 6). Existen otras

formas como la forma en trenzas desarrollado por la industria del textil (Zweben, 2015).

Figura 6. Tipo de Materiales Compuestos.

Fuente: Zweben (2015).
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1.6 Nanomateriales

Los nanomateriales son materiales donde al menos una de sus dimensiones estd en la
escala nanométrica entre el rango de 1 a los 100 nm. Estos pueden ser provenientes de
origen natural como minerales o también creados por el hombre, Ilaméandose
nanomateriales manufacturados (Handy et al., 2023). Usualmente tienen forma de
particulas, capas o fibras y un area superficial muy grande que permite tener elevadas
propiedades mecanicas, térmicas, quimicas, eléctricas, entre otras, comparado a sus
respectivas contrapartes de tamaiio mayor (Kamel A. Abd-Elsalam, 2021). Esto ha atraido
el interés y su aplicacion en industrias como la alimentaria, espacial, quimica, cosmética

y biomédica (Gupta, 2016).

Los nanorefuerzos son aquellos utilizados para mejorar las propiedades de otros
materiales de una mayor escala. Estos tienen formas de nanotubos, nanoparticulas,
nanohilos, nanocapas, entre otros, y pueden clasificarse de acuerdo a su geometria en tres
clases como materiales unidimensionales, bidimensionales y tridimensionales de acuerdo
a su escala (Schmidt et al., 2002). La Figura 7 muestra la clasificacion mencionada y

ejemplos de ellas.
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Figura 7. Geometria y ejemplos de nanoparticulas comunes y su respectiva relacion

area superficial/volumen.

Fuente: Okamoto (2023).

1.7 Nanocompuestos Poliméricos

Los nanocompuestos poliméricos son una variante de los materiales compuestos. Son una
combinacion de dos o mas fases, que contienen diversas composiciones y estructuras.
Generalmente, el polimero es la fase continua (matriz) y los refuerzos de distintos
materiales en una escala nanométrica (1-100 nm). A comparacion de los refuerzos de
materiales a microescala o macroscopicos estos presentan conductas distintas debido a su
elevada relacion longitud/didametro y alta area especifica. Las interacciones moleculares
producto de estas caracteristicas hacen que el material obtenga en conjunto mejores

propiedades (Figura 8).
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Figura 8. Imagen representativa de los componentes de un nanocompuesto polimérico.
Fuente: Ahmad et al. (2014).

Las propiedades que presentan los nanocompuestos son superiores en comparacion a los
macrocompuestos convencionales. Entre las mdas destacadas estan la mejora en
propiedades mecanicas (resistencia a la tension, dureza, médulo de Young), térmicas
(resistencia al calor, dilatacién térmica, retardacion de llama), eléctricas, resistencia

quimica, permeabilidad a los gases, biodegrabilidad, entre otros (Okamoto, 2023) .

En la literatura se puede observar ejemplos de la mejora de propiedades. Por ejemplo, el
laboratorio de investigacion del ejército de los Estados Unidos mejoro la resistencia al
impacto balistico con el uso de nanocompuestos hechos de policarbonato reforzado con
nanoarcillas (Hussain et al., 2006). Szeluga et al. (2021) mejoraron las propiedades de
resistencia a la flama con la insercion de grafito a una matriz epoxi, ademas de mejorar
su descomposicion térmica y la difusion de oxigeno debido a la formacioén de capas
gruesas que forma el grafito. De manera similar, X. Huang & Brittain (2001) estudiaron
el polimetilmetacrilato (PMMA) reforzado con nanoarcillas donde demostré una mejora
en la temperatura de degradacion (hasta 60° C mas) y temperaturas de transicion vitrea

que llegan a ser 15°C mas respecto a sus equivalentes macrocompuestos de PMMA.

La insercion de grafeno a una matriz de polidimetilsiloxano (PDMS) realizada por Berean
et al. (2015) mejoro las propiedades de permeacion ante gases. La adicion de grafeno a
un 0.25 wt% respecto al PDMS mostro6 la permeacion mas alta ante gases como CHa, No,
Ar a excepcion del CO2 donde la mejor permeacion se dio cuando la cantidad de grafeno

fue del 0.5 wt%. La mejora de otras propiedades interesantes, como la resistencia a la
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corrosion, fue desarrollado por Yu et al. (2014) con la adicion de 6xido de grafeno a una
matriz de poliestireno (PS). Estos nanocompuestos mejoraron propiedades contra la
corrosion de manera superior comparadas a solo el PS, observandose que cuando la
cantidad de 6xido de grafeno es de 2 wt% se da un incremento en la eficiencia de
proteccion de 37.90% a 99.53%. Otras propiedades también mejoraron respecto a la
matriz polimérica de PS puro como la temperatura de descomposicion térmica que
incremento de 298°C a 372°C, el modulo de almacenamiento aumento de 1808.8 a 2802.4
MPa y las propiedades de barrera contra los gases como el oxigeno y nitrogeno (Figura
9). Timmerman et al. (2002) mejoraron las propiedades de dilatacion térmica y redujeron
las densidades de microfractura de ciclos criogénicos con la insercion de nanoarcillas a

compuestos de fibra de carbono y epoxi.

Figura 9. Rutas de penetracion de los gases y resultados de las propiedades de barrera
contra los gases de los nanocompuestos de 6xido de grafeno y poliestireno comparado

al poliestireno puro.

Fuente: Yu et al. (2014).
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1.8 Tipos de Nanocompuestos

Existen tres tipos de nanocompuestos (Figura 10) de acuerdo a las fuerzas de interaccién
interfacial entre la matriz polimérica y los silicatos en forma de capas (Sinha Ray &

Okamoto, 2003):

a. Intercalados: La insercion de cadenas de polimeros se da entre las capas de silicato
produciéndose estructuras intercaladas de una morfologia multicapas alternando entre
capas poliméricas e inorganicas (J. Liu et al., 2006). Sus propiedades son parecidas a las

de los materiales ceramicos.

b. Floculados: Son, de manera conceptual, lo mismo que los nanocompuestos
intercalados. Lo diferencia que las floculaciones son producidas en ocasiones por las

interacciones borde-borde hidroxiladas de las capas de silicato.

c. Exfoliados: En este tipo de nanocompuestos las capas individuales de la arcilla son
separadas y dispersadas uniformemente en una matriz polimérica continua. La distancia
entre capas aumenta considerablemente y esta depende del contenido de arcilla que es

mucho menor a la de los nanocompuestos intercalados.

AN et Eﬁ\\g

\Q—@-QA

Intercalated Intercalated-and-flocculated I-xl'nlmlrd

Figura 10. Tipos de nanocompuestos.

Fuente: Sinha Ray et al. (2003).
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1.9 Montmorillonita

La montmorillonita o bentonita (MMT) es un mineral perteneciente al grupo de los
silicatos. Es una roca de arcilla encontrada de manera natural en varias partes del mundo.
Su estructura de particulas generalmente es en capas, donde cada una de estas contiene
hojas estructuradas de forma octaédrica y tetraédrica (Figura 11). Estas hojas forman las
capas que estan unidas en cristalitos de arcilla por cationes entre cada capa mediante

fuerzas de Van der Waals, fuerza electrostatica o enlaces de hidrogeno (Uddin, 2018).

Figura 11. Esquema representativo de la estructura de la estructura de la
montomorillonita.

Fuente: Zhou et al. (2019).

Las nanoarcillas producidas de MMT contienen alrededor de 98% de esta, y las
interacciones entre las nanoparticulas de MMT y una matriz de polimero dependen de la

cantidad de grupos hidroxilos y cargas presentes en las nanoparticulas.
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Su didmetro (también referido como espesor) es de alrededor de 1 nm, mientras que sus
dimensiones laterales estan en el rango de 30 nm hasta ciertas décimas de micras e incluso
mas (Uddin, 2008; Sinha Ray & Okamoto, 2003). Estas dimensiones hacen que obtenga
una relacion de aspecto de alrededor de 200-500 con lo que se logra mejores propiedades

mecanicas.

Los nanocompuestos con MMT y matriz polimérica han sido utilizados en los sectores de
empaquetamiento y automotriz por la mejora de propiedades de distorsion de
temperatura, estabilidad térmica, barrera contra gases, retardacion al fuego y mecéanicas
(Bitinis et al., 2011). En los biopolimeros revisados en la literatura se ha encontrado su
uso en la mejora de distintas propiedades. La resistencia méxima a la traccion de films
hechos de bionanocompuestos a base de almidon, carboximetilcelulosa y MMT aumenta
hasta tres veces su valor comparado a los films sin MMT cuando el contenido de esta es
de un 7% en la investigacion realizada por Ghanbarzadeh et al. (2013). Ademas, la
permeabilidad al vapor de agua decrecio con la adicioén del 7% de MMT a comparacion
de films hechos solo con almidén. Sin embargo, las caracteristicas hidrofilicas del

bionanocompuesto aumentaron con la adicion del contenido de MMT.

Otro film realizado por Othman et al. (2019) a base de 4cido polilactico (PLA) en el cual
se busca mejorar sus limitadas propiedades para su uso en el empaquetamiento en la
industria alimentaria utiliza diferentes cantidades de MMT para mejorar sus propiedades.
Los mejores resultados de propiedades mecénicas (mddulo de Young y elongacion
maxima) y de barrera contra el oxigeno se obtuvieron cuando la cantidad de MMT en el
bionanocompuesto era de 3 wt% (Figura 12). Cantidades mayores a 5 wt% empiezan a
reducir significativamente estas propiedades debido a la aglomeracion que se genera.
También se observa que la adicion de estas nanoarcillas tiene un bajo efecto sobre la

transparencia en los films (menor al 10%).
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Figura 12. Médulo de Young para distintas concentraciones de MMT en los

bionanocompuestos PLA/MMT.
Fuente: Othman et al. (2019).

Los films de bionanocompuestos a base de proteinas aisladas de soya y diferentes tipos
de MMT (Cloisite 20A, Cloisite 30B, Cloisite Na+) realizados por P. Kumar et al. (2010a)
muestran una estructura exfoliada para cantidades menores al 5% vy estructuras
intercaladas para cantidades mayores a 15%. Cuando la cantidad de MMT (Cloisite 20A
y Cloisite 30B) es de 5% en el film del bionanocompuesto, este presenta los mejores
valores de propiedades mecanicas (esfuerzo a traccion y elongacion maxima), médulo de
almacenamiento, temperatura de transicion vitrea y propiedades barrera al agua en
comparacion a aquellos films solo realizados con MMT natural (Cloisite Na+). Ademas,
se obtuvo valores similares de propiedades mecanicas a plasticos comerciales usados en
los empaques de la industria alimenticia cuando la cantidad de Cloisite 30B era de 10%.
Sin embargo, los altos valores de permeabilidad al vapor de agua obtenidos en estos films
comparado a aquellos disponibles comercialmente podrian limitar su uso en la industria

alimenticia a alimentos con alta humedad.

Para mejorar las bajas propiedades y alta sensibilidad al agua del almidén termopléastico,
Derungs et al. (2021) utiliza MMT de distintos tipos. La MMT de origen natural Cloisite
Na+ muestra mejores propiedades hidrofilicas, ademas de mostrar mejores resultados al
incrementar su estabilidad térmica, dureza, propiedades mecanicas dinamicas (modulo de

almacenamiento y temperatura de transicion vitrea), asi como su resistencia a la absorcion



Capitulo 1 Pag.18

de agua en ambientes himedos. La mejora de estas propiedades se debe sustancialmente
a la buena dispersion de la MMT sobre la matriz de almidon, la cual mejord gracias a la
hidrofilicidad de esta nanoarcilla. Estos films se muestran como una alternativa en la

industria de empaques.

1.10 Nanocompuestos Poliméricos Comerciales

Los nanocompuestos poliméricos a menudo demoran en ser lanzados comercialmente.
Estos descubrimientos pueden tomar décadas en tomar un gran impacto comercial, como
ha sucedido con materiales como el polietileno o los compuestos de fibra de carbono. Es
también importante que estos materiales logren conseguir un equilibrio entre el costo y

rendimiento para obtener una posicion competitiva en el mercado.

El primer nanocompuesto polimérico fue inventado dentro de los laboratorios de Toyota
Central R&D en 1985 (Okada & Usuki, 2006). Este nuevo material basado en nylon 6
con nanorefuerzos de arcilla hibrida atrajo la atencidon de todo el mundo cientifico por la
nueva expansion de oportunidades que traia a la ciencia de polimeros y sus potenciales
aplicaciones en las industrias automotrices, alimentarias y eléctricas. Fue lanzado
comercialmente en 1990 como la cubierta de fajas de transmision (timing belt cover)
(Figura 13). Con solo una pequeiia cantidad de peso en porcentaje de capas de
aluminosilicatos uniformemente dispersadas sobre la matriz de nylon 6, los
nanocompuestos mostraron una mejora superior en propiedades como alta temperatura
de distorsion al calor y elevada rigidez comparado al nylon 6, ademas de propiedades
mejoradas como la retardacion a la llama e impermeabilidad a moléculas pequefias de

agua y oxigeno (Kawasumi, 2019).
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Figura 13. Timing belt cover hecho de a base de nylon 6 y nanoarcilla hibrida.
Fuente: Kawasumi (2019).

Actualmente, el 32.8% de los nanocompuestos poliméricos en la industria son usados con
nanoarcillas como nanorefuerzo principal (Reports and Data, 2021). Esto se debe a su
versatilidad de uso en diversas industrias, ademés de su bajo costo y su procesamiento
relativamente simple. De los tipos de nanoarcillas que existen, el mas comercializado y

estudiado es la MMT siendo usado mayormente por su superficie de area muy alta.

Los usos mas comunes de los nanocompuestos en la industria son en los sectores de
empaques, automotriz y recubrimientos segun la estimacién de mercado realizada por
Camargo et al. (2009) en el afio 2009. En el sector de empaquetamiento, con la
valorizacion de mercado mas alta (US$ 671 millones), se utilizan los nanocompuestos
para mejorar ciertas propiedades como biodegradables, barrera contra gases,
permeabilidad, estabilidad térmica, entre otros; dependiendo del tipo de uso y la matriz
polimérica. En el caso del PVC, se reconocen aplicaciones de nanocompuestos en la
produccion de laminas de PVC plastificado con el fin de obtener mejoras notables de

resistencia al fuego y el mdédulo de elasticidad. Otro de los usos mas regulares en esta
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industria tiene como polimero al Nylon 6, donde se emplean los nanocompuestos para
mejorar ciertas caracteristicas como la mejora de barrera ante gases como oxigeno y CO2,
ademas de una mejora general de la rigidez. Investigaciones realizadas indican que este
material al ser usado con un porcentaje minimo de su peso en nanocompuestos (2%
aproximadamente) logra alcanzar una mejora de hasta el doble como barrera ante el

oxigeno a comparacion del material convencional.

En la industria automotriz, con un valor de mercado de US$ 631 millones, los
nanocompuestos para la fabricacion de componentes estan hechos a base de Nylon 6
(Figura 14), Poliamida 6 o polipropileno. Estos permiten optimizar la resistencia a la
deflexién ante altas temperaturas y la mejora de propiedades mecénicas en general
(resistencia, modulo de Young). Los otros sectores donde se utilizan nanocompuestos
cuentan con un menor tamafio de mercado como el sector de construccion (US$ 276
millones), recubrimientos (US$ 115 millones), industrial (US$ 87 millones) y otros (US$
122 millones).

Figura 14. Uso del Nylon 6 en automdviles.

Fuente: Naskar et al. (2016).

La Tabla 1 muestra algunos ejemplos de nanocompuestos poliméricos usados

comercialmente en diversas industrias (Paul & Robeson, 2008; Gul et al., 2016).
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Tabla 1
Ejemplos de nanocompuestos poliméricos comerciales.
Matriz Refuerzo Propiedades c Compania
e L. , . Aplicaciones proveedora y/o
Polimérica (nanoparticula) mejoradas .
nombre comercial
NYIOfl 6y . N Pehcul.as Ide barrera Ube industries
copolimero Nanoarcilla Rigidez y Timing belt Japan/ Tovota
Nylon 6/66 covers p y
Termoplastico Ricidez Revestimientos
Poliolefina Nanoarcilla & y laterales de General Motors
resistencia h
(TPO) automoviles
Nylon 6 Nanoarcilla Barrera Peliculas de barrera Bayer AG
Epoxy Nanotubos de ReSI.St.e netay Raquetas de tenis Babolat
carbono rigidez
Nanotubos de Resistencia y Montreal: Nitro
Epoxy carbono rigidez Palos de hockey Hybtonite ®
Etilenos
vinilicos y . Resistencia y Kabelwerk Eupen
copolimeros de  Tvanoarcilla flexibilidad Cables y alambres of Belgium
acetato
. . . . Clariant
Polipropileno Nanoarcilla Barrera Empaquetamiento Technologies
Barrera de Pelotas de tenis,
Poliisobutileno Nanoarcilla . pelotas de futbol, InMat LLC
permeabilidad L
neumaticos
Caucho natural Plata Antimicrobiano Diversos No especificado
. Conductividad Disipacion .
Epoxy/varios MWENT eléctrica electrostatica Hyperion
Caucho C(ar:r(i?cﬂzgk Resistencia,
natural, SBR, part desgaste y Neumaticos Varios
. . primarias: 20- -
polibutadieno abrasion
100 nm)
Nvlon 6 Barrera, Botellas,
nyIon Y, Nanoarcilla permeabilidad, contenedores de Nanocor (Imperm)
polipropileno

resistencia

cerveza, films
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1.11 Bionanocompuestos Poliméricos

Los bionanocompuestos son nanocompuestos donde al menos una de sus fases es de
origen natural. Por ejemplo, la matriz podria ser un biopolimero acompanado de
nanorefuerzos en forma de nanotubos, nanoparticulas o nanolaminas de origen sintético.
Estos presentan propiedades biodegradables y biocompatibles, ademdas de propiedades
mejoradas como mecanicas, térmicas, de barrera y entre otras a comparacion de los

materiales producidos en base a un solo biopolimero.

En la literatura es muy comun la aplicacion de nanorefuerzos derivados de metales y
carbono para reforzar la matriz biopolimérica para darle mejores propiedades mecanicas,
térmicas y eléctricas. Fama et al. (2011) utiliza nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNT) sobre una matriz de almidon. Los resultados mostraron una buena dispersion
y adhesion entre las fases en pequenas cantidades de 0.027 wt% y 0.055 wt% de
MWCNT, exhibiendo con esta ultima cantidad un aumento de la rigidez de un 70% y la

resistencia a la traccion en un 35 % respecto al almidon puro.

Un bionanocompuesto con potenciales aplicaciones como micro-supercapacitores es
desarrollado por Tian et al. (2019) a base de nanofibras de celulosa y MXene. La inclusion
al 20 wt% de nanofribras de celulosa proporcionan la mas alta resistencia a la traccion
(341 MPa) y altas propiedades eléctricas como capacitancia (298 Fg™!) y conductividad
(295 Scm™). Existen mds autores que han utilizado una gran variedad de nanorefuerzos
en biopolimeros como el colageno (Cheirmadurai et al., 2014; Meiyazhagan et al., 2015;
Ding et al., 2022), gelatina (Mahmoud & Abbo, 2013; Fernandes et al., 2009; Le Ferrand
et al., 2016), quitosano (Bai et al., 2012; Bouvree et al., 2009; Nengduo et al., 2016) y
alginato (Shahzad et al., 2016; Bajpai et al., 2018) donde se optimizaron las propiedades
mecanicas, térmicas, eléctricas y Opticas respecto a los biopolimeros sin modificaciones

(Colusso & Martucci, 2021).

1.12 Bionanocompuestos Poliméricos Elaborados en Peru

En el Peru, aprovechando la vasta biodiversidad presente, se han realizado diversos tipos

de bionanocompuestos derivados de productos de origen marino como algas y moluscos;
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de origen andino como papa, yuca, maiz, cafia de azicar, entre otros. Por ejemplo,
Choque-Quispe et al. (2022) realiza un bionanocompuesto basado en almidon extraido de
papas nativas con nanocristales de celulosa extraidos de pancas de maiz (Figura 15), y se
observa que conforme se aumenta la cantidad de estos nanocristales (hasta 0.12%) los
films presentan un incremento de actividad acuosa (de 0.409 a 0.447), indice de blancura
(96.92-97.27), ademas de no observarse cambios significantes en la descomposicion
térmica durante el analisis termogravimétrico, demostrando que la insercion de
nanocristales de celulosa otorgan buenas propiedades térmicas y mecdnicas, baja

solubilidad y posee un potencial uso como material para el recubrimiento de alimentos.

Figura 15. Proceso de elaboracion de los films de almidén de papa y nanocristales de

celulosa.
Fuente: Choque-Quispe et al. (2022).

El Grupo de Investigacion de Polimeros y Materiales Compuestos de la Pontificia
Universidad Catolica del Pertt (POLYCOM) ha realizado durante afios una extensiva
linea de investigacion con un enfoque en los bionanocompuestos de origen natural.
Grande, Torres, Gomez, Troncoso, et al. (2009) desarrollaron un bionanocompuesto
elaborado con celulosa bacteriana como matriz reforzada con nanorefuerzos de almidon
de maiz y papa. El objetivo de este estudio fue introducir una nueva metodologia para

producir nanomateriales introduciendo una fase distinta a la red de nanofibras de celulosa,
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resultando que la cristalinidad de la celulosa bacteriana no ha sido afectada ante la adicion
de almidén, por lo que las propiedades mecanicas del nanocompuesto no presentaron un
decremento. Ccorahua et al. (2017) fabricaron un bionanocompuesto de celulosa
bacteriana con nanorefuerzos de 6xido de grafeno a través de un método de hidracina
(Figura 16) en su estructura removiendo los grupos hidroxilos y epdxicos en el 6xido de
grafeno reducido, donde lograron incrementar la conductividad hasta 12 S/m comparado
a los films de solo celulosa bacteriana que se comportan como materiales aislantes. Por
otro lado, Torres et al. (2019) también estudiaron como mejorar las propiedades eléctricas

de estos bionanocompuestos dopandolo con sales de yoduro de amonio (NH4I) donde el

valor de conductividad mas alta se obtuvo al dopar las muestras al 5% (1.32x10_4 S/cm).
También fueron desarrollados bionanocompuestos de bacteria celulosa con almidén
manteniendo sus propiedades mecénicas y explorando una nueva metodologia para
producir nanomateriales con la introduccion de una nueva fase en las nanofribras de
celulosa durante su realizacion (Grande, Torres, Gomez, Troncoso, et al., 2009). En otro
estudio, se pudo extraer carragenina a partir de las algas Chondracanthus chamissoi para
realizar films de esta reforzada con nanowhiskers de quitina y utilizadas como sustratos

de c¢lulas para potenciales aplicaciones biologicas (Corvaglia et al., 2016).

Una breve revision de otros bionanocompuestos desarrollados por este grupo y otros en

el pais se puede ver en la Tabla 2.
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Figura 16. Figura representativa del método de preparacion de bionanocompuestos de

celulosa bacteriana a través del método de hidracina.

Fuente: Ccorahua et al. (2017)

Tabla 2

Bionanocompuestos elaborados en Peru.

Bionanocompuesto Propiedades Aplicaciones Referencia

Celulosa bacteriana Bﬁ;%ﬁ%?éblhdad Biomédica Grande, Torres, Gomez, &

/ hidroxiapatita Y Carmen Baii6 (2009)
celular

Carboxymethyl . .

chitosan / Ag Antibacteriano Biomédica Quispe-Quispe et al.

. (2022)

nanoparticulas
Sustrato de

Exopolisacaridos /  células, aumenta

nanowhiskers de propiedades Biomédica Rodriguez et al. (2018)

quitina mecanicas y
rugosidad
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Exopolisacéridos /
nanoparticulas de
almidon

Carragenina/ MMT
Carragenina /

nanowhiskers de
quitina

Sustrato de
células

Propiedades
mecanicas mas
altas al 5% de
MMT

Aumento de
propiedades
mecanicas hasta
15% de
nanorefuerzos

Biomédica

Industria
alimentaria /
Biomédica

Industria
alimentaria /
Biomédica

Rodriguez et al. (2018)

S. A. Rodriguez et al.
(2016)

S. A. Rodriguez et al.
(2016)
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CAPITULO 2 METODO EXPERIMENTAL

2.1 Materiales

2.1.1 Nostoc Commune

Las cianobacterias de N. Commune son recogidas del lago Cushurbamba (Ancash, Peru).
Comercialmente, su venta esta disponible en diversos mercados a nivel nacional como
alimento por su elevado valor nutricional. El N. commune utilizado para la fabricacion de
los films fue adquirido de los mercados de los distritos de Magdalena y Puente Piedra

(Lima, Peru) tal como se muestra en la Figura 17.



Capitulo 2 Péag. 28

Figura 17. Imagen representativa del cushuro (V. Commune) siendo comercializado en

el mercado de Magdalena (Lima, Pert).

2.1.2 Nanorefuerzos

El nanorefuerzo a utilizar sera la montmorillonita en forma de polvo (Sigma Aldrich,

USA). Esta se puede observar en la Figura 18.

Figura 18. Montmorillonita. Presentacion de 500 g (Sigma Aldrich, USA).
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2.2 Proceso de Obtencion de Exopolisacaridos

2.2.1 Tratamiento v Limpieza

El primer paso para tratar el N. commune fue la limpieza con abundante agua, siendo el

ultimo lavado con agua destilada.

22.2 Extraccion de Nostoc Commune

Para la elaboracion de los exopolisacaridos, se colocé el N. commune en un medio acuoso

de NaOH, el cual debe ser preparado a 0.1 M.

- Preparacion de NaOH 0.1 M
Para 0.1 M se necesita determinar la cantidad de NaOH (en g) a utilizar en 2 L de

agua destilada.

M=2.
%4
Donde:
M = molaridad
n = numero de moles
V = volumen (L)
Ademas, se sabe:
n=2".an
PM

Donde:
m = masa (g)

PM = peso molecular (en g/mol)

Reordenando (II) en (I), M se puede expresar también como:

M =

oy 1D

Se sabe:
M=0.1
PM =40 g/mol (NaOH)
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V=2L
Resolviendo, en (I1I):

m=8g

Se necesito 8 g de NaOH preparar la solucion de NaOH 0.1 M (pH=13). Esta cantidad de
NaOH se encuentra en forma de pellets. Dicha cantidad es depositada en los 2 L de agua
destilada y llevada a girar a 350 rpm en un agitador magnético durante cinco minutos

hasta que la solucion se encuentre lista para usar.

El siguiente paso fue colocar en un balén de destilacion 150 g de N. commune con 700
mL de NaOH. Se repitio este proceso para otro balon de destilacion y se procedié a armar

el circuito de reflujo, como se ve en la Figura 19.

Figura 19. Imagen representativa del circuito de reflujo.

El circuito de reflujo ayudo6 a que el contenido en el interior de los matraces de fondo
redondo no se pierda por la evaporacion mientras eran girados a 350 rpm y a una
temperatura de 60°C sobre las cocinillas FISATOM 725A. El agua fria pasa por el interior
de las mangueras flexibles para luego recorrer los tubos helicoidales, de esta manera se
produce el reflujo y se evita que los vapores escapen hacia el ambiente. Este circuito fue

puesto a funcionar durante 5 horas.
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Luego del reflujo, se procedi6 a realizar un filtrado de doble malla al contenido dentro de
los balones de fondo redondo. En ambos envases se obtuvo el N. commune en el medio
de NaOH, en un contenido aproximado de 800 mL. El siguiente paso fue la reduccion de
este contenido hasta 350 mL para concentrar de una mejor manera el N. commune. Esto

se realizo colocandolo en un agitador magnético a 65°C durante 10 horas.

Una vez reducido el contenido hasta la cantidad deseada, el siguiente paso es la
precipitacion. En un vaso de 2 L se coloco 700 mL de isopropanol, la cantidad de
isopropanol se da en una relacion 2:1 respecto a la cantidad de N. commune que se ha
reducido en el paso anterior de reduccion. Se realiz6 la precipitacion colocando el vaso
con isopropanol en un bano frio. Con ayuda de una bagueta de laboratorio se agreg6
lentamente el medio de extraccion. Se dejo en reposo durante 4 horas en refrigeracion.
Luego de este tiempo se puede apreciar el precipitado formado, de una textura esponjosa

y color marrén claro (Figura 20).

Figura 20. Vista del precipitado del exopolisacarido formado.

El precipitado formado es retirado con cuidado del vaso, se coloca en petris (90 x 15 mm)
y es llevado a secar a un horno a 40°C durante 48 horas hasta observar que el liquido
presente se haya evaporado por completo. El resultado serdn los exopolisacaridos de M.

commune que son pesados para ver la cantidad obtenida.
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Por ultimo, los exopolisacaridos fueron llevados a un proceso de trituracion para reducir
su tamano (Figura 21). De esta manera, se obtuvo los exopolisacaridos a partir del N.
commune, pudiendo ser conservados a temperatura ambiente en un recipiente cerrado

para su posterior uso en el procesamiento de films con este biopolimero.

Figura 21. Trituracion del exopolisacérido.

El diagrama de procesos realizados se puede observar en la Figura 22.
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Figura 22. Diagrama de procesos para la obtencion de exopolisacaridos.

2.3 Preparacion de Bionanocompuestos

Se realizé diferentes tipos de bionanocompuestos en forma de films. Por un lado, films
hechos a base de N. Commune con glicerol (NC/Glicerol). Los otros films son a base de

N. commune con nanorefuerzos de montmorillonita (NC/MMT) a diferentes cantidades

de MMT.
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2.3.1 Nostoc Commune y Glicerol

Se tom6 como principal referencia el método de preparacion de S. Rodriguez et al. (2017).
El uso de glicerol en la preparacion de films de N. commune sirve para dar flexibilidad y
mejores propiedades en general a comparacion de los films preparados sin este

plastificante, en donde se observa una tendencia fragil y quebradiza en este ultimo.

Se prepar6 los films con las cantidades mostradas en la Tabla 3. Por lo que las muestras

de este tipo deben mantener la misma proporcionalidad en cada una de ellas.

Tabla 3

Cantidades de componentes del NC/Glicerol.

EPS (% Glicerol (%
w/V) W/W)
NC/Gli 1 10

El primer paso para la preparacion de estos films fue la colocacion de 100 mL de agua
destilada junto a 1 g del exopolisacarido de N. commune en un envase de vidrio con un
magneto, llevados a girar en un agitador magnético a 350 rpm y 80°C durante 12 h (Figura
23). Este proceso ayudod a que se pueda disolver el exopolisacarido en el agua destilada

para la preparacion de films.
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Figura 23. Disolucion de 1g de exopolisacarido de N. commune en 100 mL de agua
destilada a 350 rpm y 80°C en un agitador magnético.

Luego, para obtener mejores resultados y separar impurezas, se filtré con una doble malla
para remover impurezas y los restos de los exopolisacéridos restantes. Una vez filtrado,
se llevd a una centrifugadora a 8000 rpm durante 8 minutos. Posteriormente, se realizo

de nuevo un filtrado con doble malla.

La solucion restante luego de los procesos de filtrado es separada en envases de 50 mL
c/u para la preparacion de los films de NC/Glicerol. En cada envase habia 0.5 g de

exopolisacérido, por lo que a cada muestra le correspondia 0.1 g de glicerol.

Posteriormente, cada envase de 50 mL del exopolisacarido disuelto es colocado a girar
en un agitador magnético con la ayuda de un magneto. Se realiz6 el pesado de 0.1 g de
glicerol en una balanza y se agreg6 dicha cantidad al exopolisacarido para ser colocado a

girar durante diez minutos a 350 rpm.

Finalmente, la soluciéon NC/Glicerol de cada envase se distribuy6 en 2 petris (100 x 15
mm) en cantidades iguales (Figura 24, a) y estos fueron llevados a secar en una estufa a

40°C alrededor de 48-72 horas. Para verificar si el film estaba listo para retirarse se
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observé que la variacion del peso no fuera significativa. De esta manera, se confirmaba

que se ha evaporado completamente el agua de la solucion (Figura 24, b).

Figura 24. a) NC/Gli en un petri antes del secado. b) Obtencion del film de NC/Gli

luego del secado.

2.3.2 Nostoc Commune y Montmorillonita

Los bionanocompuestos con montmorillonita (NC/MMT) fueron elaborados mediante un
método propio que toma de referencia los métodos utilizados por S. Rodriguez et al.

(2017) y Vaezi et al. (2019).

Se realiz6 cuatro tipos de muestras, con diferentes cantidades de MMT, seguin lo mostrado

en la Tabla 4. Los % w/w son respecto al peso del EPS utilizado.
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Tabla 4

Cantidades de componentes del nanocompuesto NC/MMT.

EPS (%  Glicerol (% MMT

w/V) W/W) (Yow/w)
NC/MMT 1% 1 10 1
NC/MMT 2% 1 10 2
NC/MMT 5% 1 10 5
NC/MMT 7% 1 10 7

Para la disolucion de EPS en cada muestra se realiz6 el método descrito anteriormente en
los films hechos a base de N. commune con glicerol. Se disolvio 1 g de EPS en 75 mL de
agua destilada durante alrededor de 8 horas a 80°C a 350 rpm en un agitador magnético
hasta que esta cantidad se redujo a 50 mL. El EPS disuelto es luego pasado por un filtro
de doble malla, y llevado a una centrifugadora a 8000 rpm durante 8 minutos. Se extrajo
el exopolisacérido disuelto y es pasado nuevamente por un filtro de doble malla. Luego,
a los 50 mL disuelto se le agregd la cantidad de glicerol respectiva y se dejo en agitacion
a 360 rpm durante 10 minutos utilizando un agitador magnético para lograr que el glicerol

se disuelva completamente en la solucion.

Por otro lado, se pes6é la MMT en una balanza segln el tipo de muestra y se le adiciono
en 50 mL de agua destilada a alta velocidad (700 rpm) en un agitador magnético por unos
10 minutos. Pasado este tiempo, se sonicod la muestra cinco veces con la ayuda de un
sonicador para obtener una mejor dispersion bajo los siguientes pardmetros: 350 rpm, 60

W, durante cuatro minutos cada sonicacion.

Finalmente, la MMT fue llevada a dispersar en el EPS en un agitador magnético a 700
rpm durante cinco minutos. Para obtener una buena dispersion, el nanorefuerzo es
agregado muy lentamente sobre la matriz mediante goteo utilizando una pipeta de

transferencia de punta fina.

Finalmente, los bionanocompuestos fueron depositados en petris y llevados a una estufa
a 40°C durante 48-72 horas, obteniéndose de esta manera los films (Figura 25, Figura 26,

Figura 27, Figura 28).
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Figura 25. Film del nanocompuesto NC/MMT 1%.

Figura 26. Film del nanocompuesto NC/MMT 2%.
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Figura 27. Film del nanocompuesto NC/MMT 5%.

Figura 28. Film del nanocompuesto NC/MMT 7%.
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2.4 Ensayos de Caracterizacion

24.1 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

La caracterizacion de dispersion de luz dindmica es una de las técnicas mas comunes para
el analisis del tamafio de particulas y su distribucion desde el rango nanométrico hasta
varios micrones. Es utilizada por ser una técnica no invasiva, rapida y solo requiere una
cantidad minima de muestra para el ensayo (Ross Hallett, 1999). Mide la interferencia de
luz de acuerdo con el movimiento browniano de las particulas que se encuentran en una
suspension acuosa o fisiologica y la relacion de velocidad de estas a través del coeficiente
de difusién D y su didmetro hidrodinamico utilizando la ecuacion de Stokes-Einstein. El
indice de polidispersidad (PDI) es la manera de medir evaluar el rango de la distribucion
del tamafio de particulas. Este valor esta entre 0-1, donde el maximo valor indica que
existe una alta concentracion de particulas heterogéneas y el minimo valor indica una alta

concentracion de particulas del mismo tamaino (A. Kumar & Dixit, 2017).

Para determinar el didmetro promedio y la distribucion del tamafio de las nanoparticulas
de MMT se utilizo el equipo DLS Malvern Zeta Sizer (Figura 29). La preparacion de la
muestra se hizo sonicando 10 mg de MMT en 50 mL de agua destilada. Aproximadamente
10 mL de esta dispersion es colocado en la probeta de ensayo del DLS a una temperatura

ambiente de 20°C. Se realizo tres ensayos de 50 lecturas cada uno.
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Figura 29. DLS Malvern Zeta Sizer

242 Caracterizaciones Estructurales: FTIR — ATR

Para las caracterizaciones estructurales se realizaron ensayos usando la técnica de
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con el accesorio de
reflexion atenuada total (ATR) lo que permite el andlisis de muestras de manera no
destructiva para distinguir sus componentes y propiedades quimicas. Se utilizo6 el equipo
FTIR Spectrum Two de la marca Perkin Elmer (Figura 30) con su respectivo accesorio
ATR. Las muestras fueron cortadas en pequefios trozos cuadrangulares de 0.5 cm y se
colocaron en el accesorio FTIR, donde se obtuvieron los espectros en un rango de nimero
de onda de 500 hasta 4000 cm™?! con resolucién de 8 cm™?, 8 barridos. Los ensayos

fueron realizados con una temperatura ambiente de 20°C.



Capitulo 2 Pag. 42

Figura 30. Espectrometro FTIR Perkin Palmer modelo Spectrum Two con accesorio

ATR.

243

Caracterizaciones Térmicas

Andlisis Termogravimétrico (TGA)

Para los ensayos de analisis termogravimétrico se utilizo el equipo Perkin-Elmer
TGA 4000 (Figura 31). Los films fueron cortados en pequefios trozos circulares
para colocarlos en los crisoles de ensayo y donde cada muestra tenia que pesar
alrededor de 10 mg. Los parametros para el ensayo fueron una velocidad de
10°C/min y un rango de temperaturas de 30°C a 600°C. La atmosfera de trabajo

inerte fue el nitrégeno seco con un caudal de 20 mL/min.
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Figura 31. Equipo Perkin-Elmer TGA 4000.

¢ Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
Los ensayos de calorimetria diferencial de barrido fueron realizados en el equipo
Perkin-Elmer DSC 4000 (Figura 32). Los films fueron cortados en trozos
circulares y se colocaron en panes de aluminio, donde su peso debia ser
aproximadamente 10 mg. El rango de temperatura de trabajo fue de 0 °C a 250°C.
El nitrégeno fue el gas utilizado para la atmodsfera con un caudal de 20 mL/min.
Los pasos realizados durante la prueba fueron:

- Enfriamiento de 30°C a 0°C a 30°C/min.

- Se mantuvo a 0°C durante cinco minutos.

- Calentamiento de 0°C a 250°C a 10°C/min.

Figura 32. Equipo Perkin-Elmer DSC 4000
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2.4.4 Caracterizaciéon Morfoldgica

e Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

E1 SEM es un microscopio de electrones que se utiliza de manera comtn para producir
imagenes sobre la micro-nano estructura y morfologia de muestras s6lidas utilizando
un rayo de electrones. Estos electrones interactian con los atomos del material
produciendo las multiples sefales y que son detectadas dependiendo del tipo de modo
que se esté utilizando el SEM (Raghavendra & Pullaiah, 2018). Uno de las principales
ventajas del SEM es su resolucion de 10 nm, incluso llegando a 2.5 nm en los equipos
mas avanzados (Raval et al., 2019). Existen diferentes modos de SEM como las
imagenes por electrones secundarios, mapeo de rayos X, imagenes por electrones

retrodispersados y canalizacion de electrones (Omidi et al., 2017).

La caracterizacion se hizo en un microscopio electronico Horiba Quanta 650 (Figura
33) en alto vacio con un voltaje de 25 kV. Las muestras fueron recubiertas en oro

usando un Sputter Coater Polaron SC7640.

Figura 33. SEM Horiba Quanta 650.
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2.4.5 Caracterizaciones Mecanicas

Las caracterizaciones mecanicas fueron ensayos a traccion regidos bajo la norma ASTM
D882 para films delgados con un espesor menor a 1 mm. De acuerdo a la norma, los films
fueron cortados en pequefias probetas de Smm de ancho (ancho minimo) y 60 mm de
espacio entre mordazas (espacio minimo de 25 mm). Los ensayos fueron realizados en la
maquina de ensayos a traccion ESM Mark-10 equipado con una celda de carga de 10 N
(+/- 0.5%) ilustrado en la Figura 34. Los films presentan una textura delgada y eléstica.
El espesor de los films fue medido con un micrometro Mitutoyo de 0-25 mm con una
precision de 0.01 mm. Las mediciones se realizaron en 3 puntos a lo largo de la probeta
y se tomo el espesor promedio para fines de calculo. La cantidad de pruebas realizada fue
de cinco veces (la norma recomienda un minimo de tres ensayos) a una velocidad minima
de 10 mm/min de avance segun ensayos realizados previamente (Torres et al., 2011). El
software que recopild los datos del ensayo de la maquina de ensayos a traccion fue el

MESUR™ Lite.

La temperatura ambiente en la que se realizaron las pruebas fue de 21.5°C. Los resultados
obtenidos a partir de los datos dados por el programa fueron la resistencia a la traccion
(o) y deformacion (g). Esto permitio la realizacion de una grafica de esfuerzo vs.

deformacion para determinar también el modulo de elasticidad (E) para cada muestra.

Figura 34. Maquina de ensayos a traccion Mark-10.
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CAPITULO 3 DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

En este capitulo se analiza las propiedades mecanicas, térmicas, fisicoquimicas y
morfoldgicas de los bionanocompuestos una vez obtenidos los films. Para esto se realizan
las caracterizaciones respectivas que permites conocer las distintas propiedades de los

materiales.
3.1 Extraccion de Nostoc Commune

El rendimiento de la extraccion de los exopolisacaridos producidos se calculd segun lo

propuesto por H.-B. Wang et al. (2014):
. W,
Rendimiento (%) = — x 100
w;

Donde W1 representa la cantidad de N. commune en peso so6lido antes de la extraccion y
W es la cantidad en peso de EPS de N. commune. Para el calculo de la cantidad de s6lido
antes de la extraccion, el contenido de humedad promedio se asumid en un promedio de

95% (H.-B. Wang et al., 2014; S. Rodriguez, 2016).

La Tabla 5 muestra las cantidades obtenidas de exopolisacaridos de N. commune en
diferentes extracciones y su % de rendimiento segiin el método descrito anteriormente.

Se obtuvo un rendimiento promedio de extraccion de 34.53% respecto a la cantidad en
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peso seco (sin humedad) del N. commune. Este valor se encuentra dentro del rango

promedio de 30-40% reportado por Z. Huang et al. (1998).

Tabla 5

Rendimiento de la extraccion de Nostoc Commune.

Peso de N. . .

commune  Pesodel EPS  endimiento de
la extraccion
pre- (g) (%)
extraccion (g)
150 1.575 21.00
150 3.084 41.12
125.7 2 31.82
150.1 1.8 23.98
150.7 3 39.81
165 3.42 41.45
150.6 32 42.50
Rendimiento 34.5348.98
Promedio

3.2 Dispersion de Luz Dinamica — DLS

Los resultados de los ensayos de DLS aplicado a la MMT se pueden observar en la Tabla
6. Se obtuvo un tamano de didametro promedio de 418 nm entre todas las mediciones.
Dicho tamaiio pertenece a la dimension lateral de las capas de MMT, las cuales pueden
ser de cientos de nanometros hasta varias micras (Alexandre & Dubois, 2000). Esto es
debido a la estructura en capas 2:1 que presenta la MMT, haciendo referencia al
ordenamiento de sus capas atdmicas que consisten en hojas estructuradas, dos tetraédricas
y una octaédrica en el medio de estas. Es la union de estas capas a través de fuerzas de
van der Waals y cationes que origina las caracteristicas distintivas de la MMT, su espesor
delgado de alrededor de 1 nm debido al arreglo molecular de estas hojas y las largas
dimensiones laterales que otorgan una relacion de aspecto elevada (Jemai et al., 2024; X.

Liu et al., 2008 ; Novich & Ring, 1984). Las dimensiones de estas capas también
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dependen de la naturaleza de la fuente de la arcilla, el silicato y el método de preparacion

(Arrieta et al., 2017).

En la Figura 35 se observa los resultados de uno de los tres ensayos de DLS realizados a

esta nanoarcilla.

Tabla 6

Resultados de ensayos de DLS de montmorillonita.

Z average
PDI (d.nm)g
Medicion 1 0.247 428.7
Medicion 2 0.035 412.8
Medicién 3 0.073 413.1
z . 418.2+£9.09
promedio

Size Distnbution by Intensity

L CoTTrTTrTrrnee o ToTTTrrrrn R cooTTrTTrTrren

)
[=]
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Figura 35. Resultados de DLS de la montmorillonita.
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3.3 Caracterizacion Estructural: FTIR — ATR

En la Figura 36 se puede observar los espectros FTIR para todos los films realizados
(NC/Glicerol, NC/MMT). Los espectros mostrados de cada muestra presentaron un
similar comportamiento y sus curvas no mostraron diferencias notables, lo que indica que
poseen vibraciones moleculares semejantes, por ende, los mismos grupos funcionales.
Esto también puede indicar que los nanorefuerzos de MMT no afectan de manera

significativa dichos grupos funcionales.

En la seccion de la grafica donde se pueden reconocer los grupos funcionales con mayor
claridad (>1500 cm™) se pudo observar un primer pico notable, de manera ancha, a 3281
cm! lo que representa la existencia de fuertes uniones intermoleculares correspondientes
al grupo de los alcoholes -OH, caracteristica tipica de una fuerte molécula de polisacarido
o de hidréogeno intermolecular presente (Y. Wang et al.,, 2019). Autores como
Lakshmidevi et al. (2022) también mencionaron que se debe a la presencia de polifenoles

en el caso del N. sphaericum, cianobacteria similar al N. commune.

El siguiente pico, observado entre 2884-2934 cm™ es atribuido a las vibraciones de
tension de los grupos -CH (CH2, CH3) que es comtn de los 4cidos grasos poliinsaturados
de diversas especies de Nostoc (Temina et al., 2007). Otro pico observado a 1596 cm™
se atribuy¢ a la presencia de grupos carboxilos C=O presentes en las proteinas. Este grupo
también es identificado por autores como Ansari & Fatma (2016) y Gopi (2014) en
moléculas PHB derivadas de otras especies de Nostoc con un pico similar que

corresponde a la energia de vibracion de la union de un éster.

La siguiente seccion de la grafica (<1500 cm™) se puede reconocer como el area de la
huella dactilar de la muestra. Cada grupo reconocido es comparado con estudios similares
de Nostoc, pues no se puede tener una completa certeza de la presencia de dichos grupos

al ser Uinico para cada muestra.

Los picos de baja intensidad observados entre 1404-1364 cm™, se atribuirian a las
vibraciones de flexion caracteristicas correspondientes de los grupos -CH, siendo un pico
tipico debido a la presencia de carbohidratos (Lakshmidevi et al., 2022; Y. Wang et al.,
2019).
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Se observo otro pico notable a 1028 cm! el cual se atribuiria a los estiramientos de
vibraciones correspondientes a los enlaces C-O-C. Investigadores como Torres-Maza et
al. (2020); S. Rodriguez et al., 2017) indicaron que estos enlaces son tipicos de las
unidades de glucosa. Especificamente, un anillo de piranosa dentro de un enlace éter (Y.
Wang et al., 2019), que también se puede deber a las vibraciones de los estiramientos de

C-O-H en dichos anillos (X. Wang et al., 2022).

El pico alrededor de 915 cm™, de acuerdo con Y. Wang et al. (2019), puede ser un pico
de absorcion que se puede deber a leves vibraciones de estiramiento de C-O-C. También
se podria atribuir a la presencia de enlaces B-glucosidicos segiin otros autores (S.
Rodriguez et al., 2017;X. Wang et al., 2022; Jia et al., 2007). El siguiente pico, alrededor
de los 838 cm™ también puede estar asociado a dichos enlaces B-glucosidicos, aunque
también se puede atribuir a la presencia de unidades de glucopiranosa. Estos enlaces
alrededor de estos picos también se han encontrado en otras especies Nostoc, por ejemplo,
en el Nostoc sphaericum, pero también en otros exopolisacaridos como el pululano y el

alginato (Alvarez et al., 2021).
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Figura 36. Figura representativa del espectro FTIR de los films de NC/Glicerol,
NC/MMT 1,2 .5y 7%.

El andlisis FTIR permiti6 distinguir que tanto en las muestras de N. commune con glicerol
como en aquellas con diferentes cantidades de nanorefuerzos de MMT existe la posible
presencia de grupos hidroxilos, polifenoles, hidrocarbonos, polisacaridos carboxilos,
unidades de glucosa (anillos de piranosa) unidos bajo enlaces B-glucosidicos. Esto
permitié verificar la posible presencia de ciertos compuestos como carbohidratos,
polisacaridos, lipidos, proteinas y acidos grasos en la composicion del N. commune (Hori

et al., 1990; Torres-Maza et al., 2020; Ponce, 2014).

Se pudo evidenciar también un aumento en los enlaces del grupo O-H cuando aumentaba
las cantidades de MMT, esto podria traducirse en la influencia de las propiedades que
tiene el bionanocompuesto para aceptar las moléculas de agua de una mejor manera,
mejorando su solubilidad (R. Wang et al., 2021). Ademas, se observo un decrecimiento
leve en las bandas correspondientes a las vibraciones de estiramientos C-H debido a la
insercion de plastificante y MMT. La insercion de plastificantes como el glicerol permitio
que los films puedan mejorar sus propiedades hidrofilicas (Cerqueira et al., 2012; Guidara

et al., 2020) al igual que la montmorillonita (Zhu et al., 2019).

La presencia de oxigeno en los azucares y grupos hidroxilos en la estructura de los films
provoca una alta actividad de los radicales de los hidroxilos que produce una accion
antioxidante. La presencia de actividad antioxidante hace que pueda tener un potencial
uso en aplicaciones biomédicas como recubrimientos (Rhim & Wang, 2014; NINOMIY A
et al., 2011). Otra caracteristica importante para aplicaciones biomédicas es su capacidad

de retencion a la humedad que est4 asociada a su estructura quimica (L1 et al., 2011).

3.4 Calorimetria Diferencia de Barrido (DSC)

Las curvas DSC para los films de NC/Glicerol y NC/MMT a distintas cantidades se puede
observar en la Figura 37. El historial térmico de estas curvas va desde los 0°C hasta los
250°C para observar los cambios que presentan en este rango de temperaturas. Para todos

los films caracterizados, se pudo apreciar que los picos endotérmicos presentados estan
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en un rango muy cercano de temperaturas, esto es, entre 113°C y 135°C. La presencia de
este pico estd atribuida a la posible deshidratacion y evaporacion de agua presente en los
films (Bomeni et al., 2018; Sohn & Han, 2006). En las muestras analizadas, no se puede
observar que la adicion de MMT tenga un cambio térmico notable en este proceso, por lo
que se puede deducir que esta no afecta de manera notable sus propiedades de
degradacion relacionados a la evaporacion y deshidratacion. Un similar comportamiento
se observa en matrices de biopolimeros como la carragenina (Zakuwan & Ahmad, 2019)
y almidon-PVA (Calambas et al., 2021) cuando se agregan diferentes cantidades de
MMT. La diversidad de estos picos realizada para todos los films demostré que la
composicion del N. commune es la de un exopolisacarido complejo, de la cual se han
reportado muy pocas investigaciones sobre el comportamiento térmico de estos. No se
observo una transicion vitrea en la caracterizacion realizada en esta tesis, asi como picos
que hayan demostrado la fusion del material. La presencia de azlcares en los
exopolisacaridos hizo que sea dificil la deteccion de una transicion vitrea debido a los
bajos valores de transicion de calor (Mitsuiki et al., 1998). En la elaboracion de films de
N. commune realizada por S. Rodriguez et al. (2017) se pudo encontrar una transicion
vitrea alrededor de -25.5°C (Tg) con un ACp=0.03 W/g sin picos de fusion, lo que muestra

un comportamiento térmico tipico de los materiales que presentan estructura amorfa.
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—NC/Gli
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Figura 37. Curvas DSC de los films de NC/Gli y NC/MMT al 1%, 2%, 5% y 7%.

3.5 Analisis Termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de los films fue estudiada usando TGA (Figura 38, Figura 39,
Figura 40, Figura 41 y Figura 42). En el rango de temperaturas analizado se pudo observar
tres zonas de degradacion térmica para todos los films. La primera zona de degradacion
se da en el rango de temperaturas de 30-190 °C con una pérdida de peso de alrededor

13%. Esta se relaciona a la pérdida de agua en la muestra (S. R. et al., 2023).

La segunda zona de degradacion esta ubicada entre los 190°C y 350°C y presenta una
pérdida de masa de 44.37%, 43.66%, 36.74 %, 33.29% y 32.11% para los films NC/Gli,
NC/MMT 1, 2, 5y 7%, respectivamente. Las pérdidas en esta zona se deben a la
degradacion del exopolisacarido y de enlaces tales como los C-O y C-C (G.-G. Chen et

al., 2015; Hussein et al., 2015; S. Rodriguez et al., 2017) ademas de la pérdida del glicerol
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(P. Kumar et al., 2010c). La tercera zona de degradacion de los films va desde los 350°C
hasta los 600°C con una masa residual resultante de 8.23%, 10.75%, 9.39%, 8.03% y
7.40% para los films indicados seglin el orden anterior. Estas pérdidas estdn asociadas a
la degradacion oxidativa que conduce a un proceso de carbonizacion (Zamora et al.,
2002). Comportamientos de degradacion similares han sido reportados para otros
exopolisacéaridos derivados de cianobacterias como N. carneum 'y N. sphaericum (Parikh

& Madamwar, 2006).

Se puede observar de manera clara que en los bionanocompuestos con MMT el
mecanismo de degradacion es de cierta manera diferente comparado al film con solo
glicerol. La disminucion en las pérdidas de peso de las segundas zonas de degradacion
indica posibles cambios en la dinamica del movimiento molecular al insertarse MMT
(Leszczynska & Pielichowski, 2008). Ademads, se puede observar un retraso notorio en
las pérdidas de peso a temperaturas mayores de 450°C ubicadas en la tercera zona de
degradacion. Esto se puede atribuir a la estructura multicapa del silicato carbonoso
formado por los bionanocompuestos que pueden mantener dicha estructura en la matriz
biopolimérica hasta temperaturas de 600°C (S. Wang et al., 2002). El silicato carbonoso
se acumula en la superficie mientras aumenta estas temperaturas y genera un aislamiento
al material que se encuentra debajo de ¢l ocasionando un escape mas lento de los
productos voldtiles que se generan durante la descomposicion (G. Chen et al., 2001). La
seleccion de la temperatura a un 50% de la pérdida de peso indica que este valor para las
cantidades de MMT de 5% y 7 %, presenta un incremento de 315°C (film base) a 405°C
y 395°C, respectivamente. La mejora de estabilidad térmica a altas cantidades de MMT
en estos casos puede deberse también a la estructura en forma de plaquetas que dificultan
la descomposicion de los productos volatiles ya mencionados, lo cual genera una

velocidad de difusion reducida. Otras razones posibles podrian ser la reduccion de la
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movilidad de las cadenas biopoliméricas que se producen por la insercion de

montmorillonita y su comportamiento como aislante térmico (S. F. Wang et al., 2005).
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Figura 38. Termograma representativo TGA del film de NC/Gli.
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Figura 39. Termograma representativo TGA del film NC/MMT 1%.
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Figura 40. Termograma representativo del film NC/MMT 2%.
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Figura 41. Termograma representativo del film NC/MMT 5%.
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Figura 42. Termograma representativo del film NC/MMT 7%.

3.6 Caracterizacion morfolégica: Microscopia Electronica de Barrido

(SEM)

Las imagenes SEM de los films de N. commune con glicerol y bionanocompuestos se
pueden observar en la Figura 43 y Figura 44, respectivamente. El film de N. commune
con glicerol muestra una superficie casi homogénea la cual autores como S. Rodriguez et
al. (2017) explican que esto es indicador de que es soluble y forma una fase uniforme.
Las hebras blancas en las imagenes SEM de la Figura 44 corresponden a las plaquetas de
MMT. La insercion de esta nanoarcilla hace que se produzca en los bionanocompuestos
un aumento de la rugosidad de la superficie, perdiendo la uniformidad de los films
comparados al solo preparado con glicerol. Este comportamiento es parecido a lo
reportado por autores como Rhim (2011) & P. Kumar et al. (2010c). Esto se debe
probablemente por las aglomeraciones que se forman y provocan una reduccion de
homogeneidad en las estructuras (Coronado Jorge et al., 2015). Dichas aglomeraciones
se observan con mayor notoriedad en las cantidades mas altas de nanorefuerzo y no son
inusuales debido a que su dispersion en el biopolimero se vuelve mas dificil incluso con

métodos distintos a la sonicacion (Savas & Hancer, 2015; Ataeefard & Moradian, 2011).
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Figura 44. Imagenes SEM de los bionanocompuestos NC/MMT con cantidades de MMT
de (a) 1% (b) 2% (c) 5%y (d) 7%.

3.7 Caracterizaciones Mecanicas

Para las caracterizaciones mecanicas se realizaron los ensayos a traccion colocando cada

muestra entre las mordazas de la maquina (Figura 45). Con los parametros previamente
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especificados se procedid a realizar los ensayos en cada muestra segun la norma
correspondiente. La maquina de ensayo aplic6 una fuerza que empez6 desde los O N, y

aumento progresivamente la fuerza en 0.05 N hasta llegar a la rotura de la probeta.

Figura 45. Muestra de NC/MMT sometida a traccion.

Los calculos de elongacion (g) y esfuerzo (o) se realizaron a partir de los datos de cada

lectura brindado por el software MESUR™ Lite de carga en el tiempo en cada ensayo de

la siguiente manera:

Elongacion (g): La deformacion es la variacion de longitud respecto a la longitud inicial.

Se calcula:

Ly — Ly
Lo

£ =
Simplificando:

mm
gD =Ly Vo *tls]
£ Lo = Lo [mm]
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g=2"t (D)
Lo * 60
Donde:
¢ = Elongacion.
Ls = Longitud final de la probeta.
Lo = Longitud inicial de la probeta.
v = velocidad en mm/min.
t = tiempo.
El esfuerzo (o) se halla como la fuerza sobre el area:
o= E .. (2)
A
Donde:
o = esfuerzo.

F = fuerza en N.
A = area (mm2) = ancho x espesor promedio.

Se tiene, por ejemplo, para un ensayo realizado para una muestra de N.commune con

glicerol el siguiente procedimiento de célculo.

Para una lectura aleatoria durante el tiempo de ensayo se obtuvo los siguientes datos de

lectura del software MESURT™ [ ite:

F=025N

t=18s
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Se sabe:
Ly =60mm
v =10 mm/min
ancho = 5mm
En (1):

e = 0.05

Ademas, se realizd las mediciones de los espesores y se calcul6 el espesor promedio para

esta muestra, indicados en la Tabla 7 :
Tabla 7

Espesor promedio de film NC/glicerol

Medicion Esgiig;
el 0.06
) 0.066
€3 0.066
€prom 0.064

Se calculd el area involucrada en el esfuerzo a traccion como espesor promedio por el

ancho de la muestra.
En (2):

o = 0.7813 MPa

De esta manera se calculdo para todas las lecturas en cada muestra los o y €

correspondientes.

Para el calculo del médulo elastico, (E) la norma ASTM D882-12 establece que este se

realice dibujando una tangente a la porcion linear inicial de la curva o vs. € y
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seleccionando cualquier punto sobre esta tangente, para luego dividir el esfuerzo sobre su

elongacion correspondiente.

™| Q

La Tabla 8 muestra el resumen de los resultados de los ensayos a traccion realizados a los

films elaborados a partir de N. commune.

Tabla 8

Resultados de ensayos a traccion de los films.

Muestra Moédulo Resistencia a la Elongacion
Elastico (Mpa) traccion (Mpa) maxima (%)

NC/Gli 6.38 +1.26 1.49+0.14 60.67 £ 7.54
NC/MMT 1% 7.17 £1.05 1.67 £0.22 42.14 £ 9.49
NC/MMT 2% 11.92 £3.12 2.09+0.45 48.42 £ 8.43
NC/MMT 5% 20.02 £5.26 2.24 £0.10 32.97 £ 8.56
NC/MMT 7% 19.25 £ 2.69 2.16 £ 0.67 33.11 £ 15.01

En dicha tabla se puede apreciar que para el caso del film hecho con N. commune y

glicerol se logré un modulo eléastico de 6.38 MPa, resistencia a la traccion de 1.49 MPay

una elongacion méxima de 60.67%. Al empezar a anadir MMT y crear nuevos

bionanocompuestos se observd como empezaron a modificarse las propiedades

mecanicas. En el film de NC/MMT 1% se produjo un modulo eléstico de 7.17 MPa,

representando un incremento de 12.38% respecto al film base con solo glicerol. La

resistencia a la traccion fue de 1.67 MPa, lo que significé un aumento de 12.08%. La

elongacion maxima presentada fue 42.14%, decreciendo un 30.54%. Para el film con

NC/MMT 2% se observd que el modulo eléstico logré aumentar hasta 11.92 MPa lo que

se tradujo en un aumento de 86.83%. Asimismo, la resistencia a la tracciéon se vio

mejorada pues se logra acrecentar hasta 2.09 MPa, lo que es un incremento de 40.27%.
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Por 1ultimo, la elongacion maxima fue de 48.42%, viéndose una reduccion del 20.19%.
En el caso del film de NC/MMT 5% se observan también atn el aumento de propiedades
mecanicas: se obtuvo un modulo elastico de 20.02 MPa, lo que significé un aumento de
213.79%, y una resistencia a la traccion de 2.24 MPa, que representd un incremento de
50.33%. La elongacion maxima de este film fue de 32.97%, decreciendo un 45.66%. Por
ultimo, el film de NC/MMT 7% presentdé un modulo eldstico de 19.25 MPa, una
resistencia a la traccion de 2.16 MPa y una elongacion méaxima de 33.11%, los cuales
representaron un aumento de 201.72% y 44.97% para estos dos primeros y un decremento
de 45.42% para la elongacion respecto al film original. Sin embargo, a partir de esta
cantidad de MMT se observa que empiezan a reducirse los valores de las propiedades de

modulo elastico y resistencia a la traccion.

En general, se observo que al ir afiadiendo las diferentes cantidades de MMT del 1 al 5%,
las propiedades mecéanicas empezaron a incrementar, donde los mejores valores de
modulo de elasticidad y resistencia a la traccion exhibidos fueron cuando la concentracion
de MMT fue de 5%. El aumento de estas propiedades mecanicas se debe a las
interacciones superficiales mejoradas entre el biopolimero y la MMT las cuales tienen
una alta area superficial debido a su estructura 2:1 (Flaker et al., 2015). Ademas, la
formacion de enlaces de hidrogeno que se generan debido a estas interacciones también
contribuye a la mejora de estas propiedades (Lee & Kim, 2010; Rhim, 2011). La
reduccion de la elongacion de los bionanocompuestos al agregarse la MMT es producto
del aumento de rigidez. Se ha reportado el aumento de propiedades mecéanicas debido a
la insercion de nanoarcilla en diferentes cantidades en otros biopolimeros como la
proteina de soya (Lee & Kim, 2010; P. Kumar et al., 2010b), almidon (Cyras et al., 2008;
M. Huang et al., 2006), quitosano (Casariego et al., 2009), gelatina (Flaker et al., 2015;
Coronado Jorge et al., 2015) y alginato (Alboofetileh et al., 2013).

Las propiedades mecénicas se empiezan a reducir cuando se aumenta la cantidad de MMT
al 7%. Este decrecimiento a una alta cantidad de MMT se debe probablemente a la
formacion de aglomeraciones parciales o una incompleta dispersion sobre el biopolimero
que reducen el efecto de refuerzo de la nanoarcilla (Rhim, 2011; Alboofetileh et al.,

2013).
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Dado que los films ensayados en esta tesis son hechos de un nuevo material, no existe
informacion disponible en la literatura para una posible comparacion de sus propiedades
mecanicas. Asimismo, no es factible comparar los resultados de este ensayo con los de
otros biopolimeros debido a la diversidad de factores que pueden afectar los resultados
de cada ensayo, tales como las diferentes condiciones de ensayo, una composicion
diferente del exopolisacarido, un método distinto para la preparacion de los films, entre
otros. Sin embargo, valores similares del modulo elastico, resistencia a la traccion y
elongacion maxima han sido encontrados en las caracterizaciones mecanicas realizados a
films hechos de ciertos biopolimeros incluyendo algunos exopolisacaridos como se ve en
la Tabla 9. Estos films han sido reportados en las investigaciones con potenciales usos en
la industria alimentaria y biomédica. De esta manera, se confirma que el
bionanocompuesto de N. commune y montmorillonita es un material factible para la

realizacion de films.
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Tabla 9
Valores de resistencia a la traccion, modulo de elasticidad y elongacion maxima de

films hechos con biopolimeros.

Resf:tlzn“a Médulo de  Elongacién
Film Traccién Elasticidad mzi())(ima Referencia
(MPa) (MPa) (%)
Film de
almidéneon 5 1 63 08648 42149 Ochoa-Yepes etal. (2018)
harina de
lentejas
Film de
almidon de 7.56 4.59 58.14 Araujo-Farro et al. (2010)
quinua
Film de
almidon de 1.88 13.9 19 Gutiérrez et al. (2015)
yuca
Film de EPS
extraido de 4.55 10 47 Concordio-Reis et al. (2022)
alteromonas
Film de EPS
Enterobacter 3.1 2.8 54.9 Ferreira et al. (2014)
E47
Films de .
0.8-2.0 1.0-3.0 3.0-9.0 Leon et al. (2009)
gellan

Las graficas representativas de Esfuerzo vs. Deformacion unitaria para los films de
NC/Glicerol y NC/MMT 1%, 2%, 5%, 7% se pueden observar en la Figura 46, Figura 47,
Figura 48, Figura 49 y Figura 50 respectivamente.
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Figura 46. Grafica representativa esfuerzo — deformacion unitaria del film de NC/Gli.

NC/MMT 1%

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60

Figura 47. Gréafica representativa esfuerzo — deformacion unitaria del film de NC/MMT

1%.
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NC/MMT 2%
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Figura 48. Gréfica representativa esfuerzo — deformacion unitaria del film de NC/MMT

2%.

NC/MMT 5%
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Figura 49. Grafica representativa esfuerzo — deformacion unitaria del film de NC/MMT

5%.
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NC/MMT 7%
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Figura 50. Gréfica representativa esfuerzo — deformacion unitaria del film de NC/MMT

7%.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se logré la fabricacion de films a partir de bionanocompuestos cuya matriz es el
exopolisacarido extraido de Nostoc commune y distintas cantidades de montmorillonita

como nanorefuerzos, acompanado de glicerol como plastificante para reducir la fragilidad

del film.

Se realizd la extraccion de exopolisacaridos derivados de la cianobacteria Nostoc
commune siguiendo un método en medio acuoso de NaOH. El rendimiento de esta
extraccion es de 34.53%, valor que se encuentra dentro del rango promedio seglin lo

reportado en la literatura.

Ademas, se describi6 el proceso de manufactura de los films de estos bionanocompuestos,
partiendo de la base de preparacion de films realizados a partir de N. commune con
glicerol. A partir de ello, se realiz6 la insercion de nanorefuerzos mediante un método de
goteo a alta velocidad que logro la dispersion del nanorefuerzo sobre la matriz. De esta
manera, se obtuvieron films de buena apariencia y de facil manipulacion para los ensayos

de caracterizacion realizados.

Con los films fabricados se realizaron las caracterizaciones mecanicas, térmicas,
fisicoquimicas y morfologicas. La caracterizacion de DLS permitid observar un tamario
promedio de la MMT de 418 nm. Este valor estd asociado a su dimension lateral y
coincide con la literatura por su estructura en capas 2:1 segun su ordenamiento atomico
(dos capas tetraédricas y una octaédrica) y también por la naturaleza de su fuente y
preparacion. Es el valor alto de esta dimension y su espesor de alrededor 1 nm que da una

elevada relacion de aspecto que son caracteristicas de la MMT.

La caracterizacion de FTIR-ATR permitid conocer la posible estructura de los
bionanocompuestos, los cuales son similares al film realizado de solo N. commune con
glicerol. Esta estructura estd posiblemente compuesta de grupos hidroxilos, polifenoles,
carboxilos, hidrocarbonos y unidades de glucosa. Esta caracterizacion también permitid
reconocer un aumento de grupos OH al aumentar las cantidades de MMT, lo cual puede
ser un indicador de la influencia que tiene esta nanoarcilla sobre el bionanocompuesto

para aceptar moléculas de agua, mejorando su solubilidad. La presencia de oxigeno en la
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estructura y grupos hidroxilos de los films hace que posean una actividad antioxidante

debido a la alta actividad de los radicales de los hidroxilos.

Los ensayos térmicos de analisis TGA demostraron que la degradacion de los films en un
rango de temperaturas. Se identificaron tres zonas de degradacion. La primera zona (30-
190°C) esta atribuido a la pérdida de agua en todos los films. La pérdida de peso en la
segunda zona (190-350°C) se debe a la degradacion del exopolisacarido y volatilizacion
del glicerol. En la tercera zona (350-600°C) las pérdidas se atribuyen al proceso de
carbonizacion. Ademas, a temperaturas mayores de 450°C se observa una pérdida de peso
mas lenta, debido posiblemente a la estructura multicapas del silicato carbonoso generado
que hace mas dificil el escape de productos generados durante la descomposicion al
acumularse este silicato carbonoso encima de la superficie. Esta estructura puede
mantenerse hasta temperaturas de 600°C. Para un 50% de pérdida de peso, los films
NC/MMT 5 y 7% tienen una mejor estabilidad térmica al presentar un incremento de
temperatura de 315°C (film base) a 405°C y 395°C, respectivamente. Las razones de esta
mejora se deben a la estructura en forma de plaquetas de la MMT que reduce la velocidad
de difusion al impedir la descomposicion de productos volatiles fuera del
bionanocompuesto, la reduccion del movimiento de las cadenas biopoliméricas al

interactuar con la MMT y el comportamiento de aislamiento térmico que este presenta.

Por otro lado, la caracterizacion térmica de DSC a los films mostré un solo pico
endotérmico en el rango de 113°C-135°C. La presencia de este pico esta relacionado a
procesos térmicos como la deshidratacion y evaporacion de la humedad en el material.
La adiciéon de MMT no presenta una afectacion a las propiedades térmicas en el rango de
temperaturas evaluado al observarse los picos endotérmicos con temperaturas muy
cercanas. Este comportamiento es similar a lo reportado en la literatura de

bionanocompuestos con MMT.

Las caracterizaciones morfologicas realizadas a través de la microscopia electronica de
barrido permitieron conocer la morfologia de los films. Los films de N. commune con
glicerol mostraron una superficie casi homogénea que indica que es soluble y forma una
fase uniforme. Para el caso de los bionanocompuestos, la adicion de la MMT represento
un aumento de la rugosidad, perdiendo la uniformidad que tenian los films base. Esto es

causado por la formacion de aglomeraciones que provocan la reduccion de homogeneidad
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en las estructuras. Las cantidades mas altas de MMT (5% y 7%) son las que presentan

una mayor cantidad de aglomeraciones.

Las caracterizaciones mecanicas realizadas a los bionanocompuestos demostraron una
notoria influencia en las propiedades mecénicas de los films. La insercion de MMT en
los films hizo que se obtuviera un material mas rigido, esto debido al aumento del médulo
de elasticidad de los films con esta nanoarcilla al 1%, 2%, 5% y 7% con valores de 7.17,
11.92,20.02 y 19.25 MPa, respectivamente. Es decir, un aumento de 12.38%, 86.83%,
213.79% y 201.72% en comparacion al film base. La resistencia a la traccion también
presentd un aumento, con valores de 1.67, 2.09, 2.24 y 2.16 MPa para dichas cantidades
de MMT, los cuales representan un incremento de 12.08%, 40.27%, 50.33% y 44.97%
respecto al film base. La elongacion méxima se vio reducida en los bionanocompuestos
como consecuencia del aumento de rigidez del film. Las mejores propiedades mecanicas
se obtienen en el film NC/MMT 5%. La mejora de estas propiedades mecanicas se debe
a las interacciones superficiales mejoradas entre el biopolimero y la nanoarcilla por su
alta area superficial debido a su estructura 2:1. La formacion de enlaces de hidrogeno
generadas por dichas interacciones también ayudan a la mejora de estas propiedades. La
reduccion de las propiedades mecanicas al incrementarse la cantidad de MMT al 7% se
atribuye a la formacion de aglomeraciones parciales y una incompleta dispersion que

reducen el efecto de refuerzo.

Finalmente, se puede concluir basado en los resultados de la presente tesis que se pueden
generar films estables hechos con bionanocompuestos de N. commune y montmorillonita.
La actividad antioxidante, capacidad de retencion a la humedad y mejora en estabilidad
térmica debido a su estructura, ademas de la capacidad de poder fabricar films a través de
un método simple permite que estos tengan potenciales usos en aplicaciones biomédicas
como membranas, recubrimientos u otros tipos de materiales. Asimismo, los valores
obtenidos en las caracterizaciones mecanicas son similares a films hechos de
exopolisacaridos con usos en biomedicina segiin lo reportado por otros autores en la

literatura.

Con el fin de seguir mejorando y avanzando en el estudio de los bionanocompuestos de
N.commune 'y montmorillonita; se recomienda estudiar la distribucion de Ila

montmorillonita sobre la matriz de N. commune a través de métodos como la microscopia
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electrénica con criofractura o estudios de propiedades localizadas. Por otro lado, se podria
explorar su campo de uso como en la industria alimentaria con estudios a la permeabilidad

del agua o gases, ademas de la solubilidad de los films en agua.
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