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ESTUDIO DEL EFECTO DEL GRADO DE ENTRECRUZAMIENTO QUÍMICO SOBRE LAS 
PROPIEDADES FÍSCOQUÍMICAS DE MEMBRANAS DE CELULOSA NATURALMENTE 

FUNCIONALIZADAS CON PROTEÍNAS PROVENIENTES DE PYURA CHILENSIS 

 
La necesidad de reemplazo de materiales provenientes de fuentes no renovables como las que 

son derivadas del petróleo o del gas natural ha aumentado el interés por la obtención de materias 

primas renovables y sustentables para la elaboración de dichos materiales. Siendo la celulosa 

uno de los candidatos que puede ser utilizado como bloque de construcción para el desarrollo de 

nuevos materiales avanzados y materiales compuestos. Este biopolímero presenta buenas 

propiedades mecánicas como material de refuerzo, así como químicas debido a la posibilidad de 

modificar químicamente su superficie y así ajustar algunas de sus propiedades. 

Los tunicados han surgido como una interesante fuente de celulosa debido a las características 

únicas del polímero obtenido de este organismo. Las peculiaridades de estas fibrillas de celulosa 

que destacan son su razón de aspecto, cristalinidad y asociación a un contenido relativamente 

alto de proteínas, entre otras. Estas características han llevado a su aplicación como material de 

refuerzo en materiales compuestos y a su uso como bloque de construcción para la confección 

de hidrogeles y membranas y sus posteriores usos para una gran variedad de aplicaciones. 

En este proyecto se estudió la capacidad de hinchamiento de membranas fabricadas en base a 

fibrillas de celulosa proveniente de desechos de Pyura chilensis. Para esto, las fibrillas fueron 

sometidas a un tratamiento químico alcalino variando el tiempo de hidrolisis para obtener fibrillas 

con distintas cantidades de proteínas en la superficie. Luego, se realizó el entrecruzamiento 

químico gracias a los grupos carboxilos y amina pertenecientes a la estructura molecular de las 

proteínas presentes en la superficie. Para esto, se usó el entrecruzante químico comercial 

llamado 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida y N-hidroxisuccinimida (EDC/NHS) a 

distintas concentraciones. 

Se caracterizaron las propiedades fisicoquímicas de los materiales obtenidos tras el 

entrecruzamiento químico determinándose que el aumento del tiempo de hidrolisis redujo la 

presencia de nitrógeno en la superficie del material desde un 1,27%, en el material sin modificar, 

hasta 0,18% en el material hidrolizado durante 24 horas y cantidades incuantificables en el 

material que fue hidrolizado por 24 horas. Para materiales hidrolizados por un máximo de 24 

horas, se observó un aumento de la presencia de dominios cristalinos en las muestras 

entrecruzadas químicamente y una disminución de estos en las muestras del material hidrolizado 

por más tiempo. Mientras que las pruebas de estabilidad térmica arrojaron que no hubo un 

aumento en la estabilidad para los materiales modificados químicamente. Luego, se determinó 

que el porcentaje de hinchamiento de las membranas obteniéndose resultados en el rango de 70 

y 190% dependiendo de la cantidad de proteínas presente en la superficie de las fibrillas y la 

cantidad de EDC/NHS usado.  
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1. Introducción: 
Diversas preocupaciones han surgido por los impactos que han causado al medio ambiente 

el uso y dependencia de materiales derivados del petróleo y otras fuentes no renovables, 

impulsando la investigación en búsqueda de materias primas alternativas naturales y 

renovables, junto a procesos de obtención de estos materiales que sean sustentables en el 

tiempo. Frente a esto, ha resurgido un interés por los nanomateriales derivades de la 

materia prima de celulosa para el desarrollo de materiales avanzados. Su amplia 

disponibilidad, buenas propiedades mecánicas junto con su estabilidad química, 

biocompatibilidad y la posibilidad de ajustar sus propiedades por medio de modificaciones 

químicas a nivel de superficie la hace un excelente candidato como bloque de construcción 

para la obtención de  nanocompuestos, membranas,  hidrogeles, macrofibras entre otros1. 

Una posible fuente para la obtención de este biopolímero son los tunicados, un grupo de 

animales marinos capaces de sintetizar celulosa, debido a su abundancia y a las 

características propias de las fibrillas de celulosa obtenidas de ellos2. Diversos estudios han 

utilizado celulosa proveniente de estos organismos para diversas aplicaciones, obteniendo 

resultados prometedores para su uso en áreas como, por ejemplo, ingeniería de tejidos3 y 

desarrollo de materiales compuestos4 5 6. Una de las características que destaca de esta 

celulosa es que al encontrarse íntimamente asociada a proteínas en el tejido de la capa 

externa del organismo, es una fuente natural de celulosa funcionalizada por proteínas7. En 

otras palabras, estas proteínas se encuentran naturalmente unidas a la superficie de las 

fibrillas de celulosa, otorgándole una elevada estabilidad térmica7 8. Además, estas 

proteínas pueden ser utilizadas para mejorar las funcionalidades químicas de la celulosa, 

permitiendo ampliar las modificaciones químicas posibles, de forma sencilla y amigable con 

el medio ambiente, en comparación con fibrillas de celulosa pura, es decir, sin presencia de 

proteínas residuales, obtenidas desde otras fuentes7 3. 

Este trabajo de tesis busca investigar el efecto del grado de entrecruzamiento químico de 

membranas constituidas de fibrillas de celulosa sobre sus propiedades físico-químicas y su 

capacidad de hinchamiento en agua. 

1.1. Justificación 
El piure (Pyura chilensis) es un tunicado autóctono de la costa de Chile del cual se extraen 

en promedio 2000 toneladas al año a lo largo de todo el territorio nacional9. Los órganos 

internos del marisco son utilizados por la industria alimentaria nacional mientras que la 

peña, la capa protectora que recubre el cuerpo del animal, es desechada terminando en los 

rellenos sanitarios locales.  

Este proyecto busca permitir la valorización del desecho generado por la extracción y 

consumo del piure, transformado este en una fuente de celulosa para la confección de 

nuevos materiales en base a este biopolímero natural.  
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1.2. Objetivos 

1.2.1. Objetivo General 
El objetivo general de este proyecto consiste en estudiar el efecto del grado de 

entrecruzamiento químico de membranas construidas de fibrillas de celulosa naturalmente 

funcionalizadas con proteínas sobre el grado de hinchamiento en agua de estas, variando 

el tiempo de extracción alcalina y la concentración del agente entrecruzante EDC/NHS. 

1.2.2. Objetivos específicos 
i. Extraer y caracterizar fibrillas de celulosa con varias cantidades de proteínas en su 

superficie. 
ii. Preparar y caracterizar membranas constituidas de fibrillas de celulosa con varios grados 

de de entrecruzamiento químico.  
iii. Estudiar el efecto del grado de entrecruzamiento químico de las membranas sobre el 

hinchamiento en agua de estas. 
 

2. Antecedentes generales 

2.1. Celulosa 

2.1.1. Características de la macromolécula de celulosa 
La celulosa es un polímero lineal formado por una cadena de moléculas de glucosa en 

forma de anillo. Su monómero está compuesto por dos moléculas de anhidroglucosa 

(𝐶6𝐻10𝑂5) unidos por un enlace 𝛽1-4 glucosídico ubicado entre el oxígeno unido al carbono 

1 (C1) de una glucosa y el carbono 4 (C4) de un anillo de glucosa adyacente1 10. Todos los 

anillos de glucosa adoptan una conformación de silla 𝐶 
4

1
, lo cual genera que los grupos 

hidroxilos se encuentren principalmente en el plano ecuatorial del anillo, mientras que los 

átomos de hidrogeno adquieren una posición axial (vertical). Esta estructura se estabiliza 

mediante la formación de una red de puentes de hidrógeno intramoleculares desde el 

oxígeno unido al carbono 3 (C3) y el oxígeno unido al carbono 5 (C5) del siguiente anillo. 

Intermolecularmente, se forman puentes de hidrógeno entre los hidroxilos unidos al carbono 

2 (C2) y los oxígenos unidos al carbono 6 (C6) pertenecientes a una cadena vecina.11 

 

Ilustración 1: Estructura molecular de la celulosa. Entre corchetes se observa el monómero de la celulosa.  Se 
incluyen los puentes de hidrógeno intermoleculares (rojo) e intra moleculares (línea segmentada)1. En el círculo 
rojo se muestra el enlace 𝛽1-4 glucosídico  entre el carbono 1 de un anillo y el carbono 4 del siguiente unidos a 

través de un átomo de oxígeno. 
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2.1.2. Fuentes de celulosa 

En la naturaleza la principal fuente de celulosa es de origen vegetal, ya que este polímero 

está presente en la pared de las células vegetales donde es usada como soporte mecánico, 

manteniendo la estructura de la planta. Sin embargo, otros organismos también son 

capaces de sintetizar celulosa, entre los que se encuentran las algas, los hongos, las 

bacterias e incluso un grupo de animales marinos llamados tunicados10 12.  

A pesar de la relativa simplicidad de la celulosa existe una alta variabilidad de sus 

propiedades específicas dependiendo del organismo de origen. Esto se debe al mecanismo 

y maquinaria celular utilizada en su biosíntesis, a la presencia de polisacáridos no 

celulósicos asociados a la cadena u otras modificaciones realizadas por el organismo quien 

la sintetiza10. 

2.1.3. Nanomateriales de celulosa 

Varios estudios en la década de 1950 mostraron que la degradación controlada de fibras 

de celulosa en medio ácido producía suspensiones de nanomateriales de celulosa con 

forma de aguja13–15. Posteriores estudios demostraron que estos bastones llamados 

nanocristales de celulosa conservaban la estructura cristalina propia de la celulosa, además 

de ser químicamente estables y fisiológicamente inactivos, despertando el interés comercial 

por estos nuevos nanomateriales11. 

Desde su descubrimiento, distintos métodos y orígenes para la obtención de 

nanomateriales de celulosa han sido descritos. Sin embargo, no existe una nomenclatura 

única para referirse a los distintos tipos de nanomateriales de celulosa, siendo diferenciados 

típicamente por sus dimensiones y el organismo de origen de la celulosa. En la Tabla 1 se 

muestran los principales tipos de nanomateriales de celulosa en función del organismo de 

origen, sus dimensiones características, forma del área transversal y porcentaje de 

cristalinidad.10,16,17 

 Tamaño de partícula   

Tipo de partícula Largo (𝝁𝒎) Ancho (𝒏𝒎) Altura (𝒏𝒎) Área 
transversal 

Cristalinidad 
(%) 

WF y PF >2000 20-50 (𝜇𝑚) 20-50 (𝜇𝑚) - 43-65 

MCC 10-50 10-50 (𝜇𝑚) 10-50 (𝜇𝑚) - 80-85 

MFC 0,5-10’s 10-100 10-100 - 51-69 

NFC 0,5-2 4-20 4-20 - - 

CNC 0,05-0,5 3-5 3-5 Cuadrada 54-88 

t-CNC 0,1-4 ~20 ~8 Paralelogramo 85-100 

AC     >80 

(Valonia) >1 ~20 ~20 Cuadrada - 

(Micrasterias) >1 20-30 5 Rectangular - 

BC     65-79 

(Acetobacter) >1 30-50 6-10 Rectangular 63 

(Acetobacter)* >1 6-101 6-10 Cuadrada - 

Celulosa II Filamento - - Cilíndrica 27-43 

Tabla 1: Características de las principales micro y nanomateriales de celulosa descritas en literatura10 
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Las fibras provenientes de madera y plantas (WF y PF por sus siglas en inglés) son de 

dimensiones micrométricas y son las más grandes reportadas en la Tabla 1 ya que están 

compuestas por células vegetales individuales. Presentan una baja cristalinidad y 

dimensión transversal de varios micrómetros. Estas fibras son utilizadas para la obtención 

de celulosa microcristalina (MCC) y celulosa microfibrilada (MFC). Ambos tipos de celulosa 

presentan una mayor pureza, pero la celulosa microcristalina presenta una mayor 

cristalinidad, estando formada principalmente de regiones cristalinas de celulosa agregada 

mientras que la celulosa microfibrilada presenta tanto regiones amorfas como cristalinas.10 
16 

La celulosa nanofibrilada (NFC) es producida al utilizar técnicas específicas para facilitar la 

fibrilación de fibras provenientes de plantas o madera. Al igual que la celulosa microfibrilada 

presenta regiones cristalinas como amorfas pero estas fibras son más finas teniendo 

dimensiones transversales menores a la de la celulosa microfibrilada.10 16 

Los nanocristales de celulosa (CNC) son partículas con forma de bastón o aguja obtenidas 

por hidrolisis ácida de las fibras descritas previamente. También han sido llamados bigotes 

de celulosa y celulosa nanocristalina. Los extremos de estas partículas tienden a 

angostarse por el proceso de hidrólisis ácida lo que las hace parecer agujas o bigotes. Son 

altamente puras y cristalinas.10 11 

Las fibras provenientes de tunicados pueden usarse para producir nanocristales de celulosa 

(t-CNC) por hidrólisis ácida o nanofibrillas de celulosa por hidrólisis básica.  Los t-CNC se 

caracterizan por tener una forma de lazo y por presentar una diferente morfología, 

estructura cristalina y propiedades mecánicas que la celulosa nanocristalina proveniente de 

celulosa vegetal.10 11 

Las fibras provenientes de algas (AC) son extraídas de la pared celular de especies de alga 

como Volonia o Micrasterias. Suelen extraerse por hidrólisis ácida y un posterior 

refinamiento mecánico. También es posible obtener celulosa producida por bacterias (BC). 

Estas fibras son secretadas por varias especies de bacteria a su medio y sus características 

dependen principalmente de la especie de bacteria y el medio de cultivo utilizado.10  

El proceso de extracción de los nanomateriales derivados de la celulosa suele consistir en 

dos etapas. La primera, un pretratamiento cuyo objetivo es la purificación y homogenización 

del material para obtener resultados más consistentes durante la siguiente etapa. El 

pretratamiento a utilizar en esta etapa puede ser mecánico o químico, dependiendo la 

elección de este de las características de la fuente de celulosa que se está utilizando y en 

un menor grado de la forma o morfología que se desea obtener de las fibras10. La segunda 

etapa consiste en la separación del material celulósico purificado en sus componentes 

fibrilares o cristalinos. Los tratamientos típicos son tratamientos mecánicos, hidrolisis ácida 

e hidrólisis enzimática10. 

Membranas y películas construidas en base a nanopartículas de celulosa han sido 

utilizadas para distintas aplicaciones debido a las propiedades que presenta el 

polímero3,5,18–32. Destacando entre otras su uso como sustrato para la construcción de 

materiales “inteligentes” como sensores y actuadores. Estos materiales son producidos, 

típicamente, aplicando una o más capas de polímeros sensibles a ciertos estímulos sobre 

una membrana de celulosa la cual actúa como base y, en algunos casos, parte mecanismo 

del sensor o actuador. Las propiedades de la celulosa y de las membranas construidas con 
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nanopartículas de esta han permitido el desarrollo de sensores y actuadores para una 

amplia variedad de estímulos dependiendo de la composición del material estudiado, siendo 

uno de los estímulos estudiados el grado de humedad del material. Aprovechando la alta 

hidrofilidad y flexibilidad de las membranas de celulosa es posible la construcción de 

materiales que cambian su forma dependiendo del contenido de agua del material. 

Es importante para el estudio de estos materiales el controlar la cantidad de agua que puede 

absorber la membrana, ya que la cantidad de agua absorbida por esta puede afectar 

negativamente las propiedades mecánicas de la misma33,34. Se cree que esto se debe a 

que las moléculas de agua impiden la interacción intermolecular, mediadas por puentes de 

hidrógeno, entre las cadenas de celulosa que componen el material. Es especialmente 

relevante en casos en que se desea utilizar micro y nanopartículas de celulosa como base 

para el desarrollo de sensores y actuadores en los que el estímulo al que responden es la 

humedad que presenta el material.  

2.1.4. Nanomateriales de celulosa proveniente de tunicados 
Los tunicados son los únicos animales capaces de sintetizar celulosa. Estos animales 

marinos usan este polímero como esqueleto para el tejido que los envuelve, conocido como 

túnica. Además de servir como barrera entre el animal y su entorno, la túnica cumple 

funciones biológicas como fagocitosis, conducción de impulsos y alorreconocimiento entre 

otros2. La celulosa en la túnica se encuentra integrada a una matriz de proteínas donde, 

además, es posible encontrar otras sustancias en menores cantidades como por ejemplo 

lípidos, carotenoides o polisacáridos de cadena corta10. 

El proceso de obtención de nanomateriales de celulosa desde tunicados suele incluir un 

pretratamiento mecánico, seguido de una extracción química por medio de una solución 

ácida o alcalina para eliminar la matriz proteica que envuelve las fibras de celulosa10. El 

producto del tratamiento ácido se conoce como nanocristales de celulosa (t-CNC) mientras 

que el tratamiento básico suele obtener nanofibrillas de celulosa. 

Entre los nanomateriales de celulosa, los provenientes de tunicados destacan por su alta 

cristalinidad, área superficial  y relación de aspecto2, además de su alta pureza al 

compararla con aquella de origen vegetal. Se ha encontrado, además, que es posible 

obtener fibrillas de celulosa naturalmente funcionalizada por proteínas desde esta fuente, 

evitando la necesidad de funcionalizar químicamente la superficie de las fibrillas luego de 

su extracción y purificación7. 

2.2. Reacción de entrecruzamiento 
El entrecruzamiento químico, o crosslinking en inglés, es el proceso químico en que, por 

medio de uno o más reactivos entrecruzantes, se forma un enlace covalente entre dos o 

más moléculas. Estos reactivos pueden o no formar parte del enlace final y suelen 

clasificarse por los grupos funcionales con los que reaccionan.35 

Las carbodiimidas y en específico el 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (ver 

Ilustración 2) , son entrecruzadores de largo cero (no forman parte del enlace final) 

utilizados para unir grupos carboxilos (−𝐶𝑂𝑂𝐻) a aminas primarias (−𝑁𝐻2). Como se 

reporta en la Ilustración 3, el EDC reacciona con los grupos carboxílicos formando un 

intermediario activo O-acilisourea, el cual es reemplazado fácilmente por un ataque 

nucleofílico, por ejemplo, por un grupo amino. Al ser reemplazado por una amina primaria 
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se forma un enlace tipo amida con el grupo carboxilo original, liberándose un subproducto 

isourea. El intermediario es inestable en solución acuosa regenerándose los reactantes por 

hidrólisis al no reaccionar con una amina. 

 

Ilustración 2: Estructura molecular del 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida * Cl (EDC).  

 

 

Ilustración 3: Mecanismo de entrecruzamiento entre carboxilo y amina mediado por EDC 35 

La molécula de N-hidroxisuccinimida (NHS) se utiliza en reacciones de entrecruzameinto 

donde el EDC media la reacción. El NHS permite mejorar la eficiencia de la reacción 

reportada en la Ilustración 3, permitiendo también la creación de intermediarios estables en 

seco. Al estar presentes en conjunto, el EDC une una molécula de NHS al grupo carboxilo 

creando un éster de NHS el cual puede reaccionar en presencia de una amina primaria 

para formar el enlace con el carboxilo (ver Ilustración 4). 
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Ilustración 4: Mecanismo de acción de la reacción de entrecruzamiento químico mediado por EDC en presencia 
de NHS35  

2.3. Técnicas de caracterización 

2.3.1. Espectroscopía de fotoelectrones emitidos por rayos X  
La espectroscopía de fotoelectrones emitidos por rayos X es una técnica utilizada para el 

estudio la composición de la superficie a escala atómica en materiales. Se caracteriza por 

su capacidad de identificación y cuantificación de elementos, detección de enlaces 

químicos, y su naturaleza no destructiva36.  

 

Ilustración 5: Diagrama típico de un equipo utilizado para realizar espectroscopía fotoeléctrica por rayos X 36, 

para lo cual se utiliza la fuente de rayos X. 

En este método, la muestra es irradiada con fotones de una energía característica los cuales 

interactúan con los electrones internos del átomo. Esto genera estados ionizados los cuales 

emiten un fotoelectrón con una energía cinética equivalente, de manera aproximada, a la 

diferencia entre la energía del fotón incidente y la energía de enlace. Al medir el espectro 

fotoelectrónico, es posible identificar las energías de enlace presentes en la muestra y 

asociarlas directamente a los elementos correspondientes36. 

2.3.2. Espectroscopia infrarroja 
La espectroscopía infrarroja es una técnica usada comúnmente para el estudio de la 
estructura molecular de distintas sustancias químicas a través de la medición de los modos 
vibracionales de los enlaces que las conforman. En general, la espectroscopía infrarroja es 
mejor para detectar vibraciones asimétricas y grupos polares37. 
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2.3.2.1. Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total 

atenuada 

La espectroscopía infrarroja transformada por Fourier con reflectancia total atenuada (ATR-

FTIR) puede ser utilizada para el análisis tanto de moléculas como de células y tejidos38. El 

método consiste en irradiar una muestra con luz infrarroja en el rango de número de onda 

400 − 4000 𝑐𝑚−1. Esta luz es absorbida cuando la vibración natural de un enlace al interior 

de la molécula o grupo funcional coincide con la frecuencia del haz. El cambio de intensidad 

es detectable y se registra como bandas o peak en el espectro infrarrojo39. 

El segmento del espectro entre 4000 − 2000 𝑐𝑚−1 permite la identificación de grupos 

funcionales en la muestra, mientras que a < 2000 𝑐𝑚−1 se considera la zona “huella digital”, 

específico para cada molécula ya que los peaks en este sector suelen formarse por la 

interacción de distintos modos vibracionales, dificultando asignar un peak a un tipo de 

enlace particular38.    

2.3.3. Difracción de rayos X (DRX) 

En esta técnica, la muestra se irradia con haces de rayos X variando el ángulo de 

incidencia (𝜃). La interacción de los rayos X con los átomos del material genera un 

interferencia constructiva o destructiva dependiendo del ángulo en que incide el haz de 

luz, siendo el objetivo de esta técnica el identificar tanto la intensidad como el ángulo 

de difracción (2𝜃) en que se obtiene una interferencia constructiva generando un peak 

en el difractograma obtenido40.  Estos peaks solo son detectables cuando se cumple la 

ley de Bragg: 

2 × 𝑑 × 𝑠𝑒𝑛(𝜃) = 𝑛 × 𝜆 

Donde 𝑑 es la distancia entre los planos atómicos de la estructura cristalina, 𝜆 es la 

longitud onda del haz de rayos X de la fuente de rayos X y 𝑛 es un numero entero. 

Para fibrillas de celulosa se obtiene un difragtograma con cuatro peaks característicos, 

como se muestra en la Ilustración 6, los cuales corresponden a los planos de difracción 

101, 101̅, 002 y 040, ubicados en las posiciones 14,7°, 16,6°, 22,5° y 34,5°, 

respectivamente3,41. 
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Ilustración 6: Difractograma típico para fibrillas de celulosa, se presentan cuatro peaks correspondientes a 

planos de difracción 101, 101̅, 002 y 04041. 

2.3.4. Titulación Conductimétrica 
La titulación ácido base es un método ampliamente usado para la cuantificación de ácidos 

carboxílicos en la superficie de nanomateriales42 43 44. En este método, el ácido de 

concentración desconocida es neutralizado por la adición lenta de una solución alcalina de 

concentración conocida hasta consumir la totalidad del ácido. En la titulación por 

conductimetría se determina que el ácido ha sido consumido en su totalidad en base al 

gráfico de conductividad en función del volumen de base agregado, donde, en el punto de 

término se observa un aumento de la conductividad debido a la acumulación de grupos 

básicos en solución.45 

 

Ilustración 7: Gráfico típico de titulación conductimétrica. Se observan 3 fases en la curva, en la primera los 
ácidos fuertes son neutralizados causando una caída rápida en la conductividad de la solución. En la segunda 
fase los ácidos débiles son neutralizados observándose una zona donde el cambio en la conductividad es más 
lento. Finalmente, en la tercera fase la conductividad aumenta debido a la acumulación de grupos básicos en 
solución. 
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2.3.5. Microscopía de barrido electrónico 

La microscopía de barrido electrónico es una técnica que, a diferencia de la microscopía 

convencional, utiliza un haz de electrones para observar la superficie de la muestra46. 

Debido a que este haz presenta una longitud de onda mucho menor que la luz visible, es 

posible observar estructuras en la escala de hasta ~1𝑛𝑚 dependiendo del equipo usado. 

La imagen final es obtenida en base a la detección tanto de electrones dispersados por la 

superficie como electrones secundarios y rayos X generados por las moléculas en la 

superficie de la muestra al interactuar con el haz de electrones incidentes46.  

2.3.6. Análisis termogravimétrico 
El análisis termogravimétrico es un método utilizado comúnmente en el estudio de la 

estabilidad térmica de materiales celulósicos19 47 48. El método consiste en registrar el peso 

de una muestra mientras se aumenta la temperatura a una tasa constante en una atmosfera 

controlada. Además de permitir estudiar la estabilidad térmica de un material permite 

cuantificar la presencia de sustancias termoestables al interior del material.3 

3. Metodología 

3.1. Extracción de nano fibrillas de celulosa 

3.1.1. Pretratamiento 
El proceso de fabricación de los materiales a utilizar en el estudio comenzó con el 

pretratamiento de los fragmentos de peña de piure congelada, los cuales consistían en peña 

cortada con tijeras a un tamaño de alrededor de 2x2𝑐𝑚. Los fragmentos de peña fueron 

lavados en 4𝐿 de solución de KOH al 5% p/v bajo campana de extracción por 16 h siendo 

agitados constantemente por un agitador de paletas (Remi elektrotechnik ROG-16 6D, 

India). 

Una vez terminado el proceso de lavado, los fragmentos se pasan por un colador 

descartándose la solución restante. Cada trozo de peña es lavado nuevamente bajo agua 

del grifo para eliminar cualquier contaminante que siga pegado a su superficie. Este proceso 

se repite 3 veces y es seguido por un lavado de todos los fragmentos de peña utilizando 

agua destilada. 

Los fragmentos obtenidos son molidos utilizando un procesador de alimentos (Thomas TH-

860D, Suiza), el equipo se llena hasta la mitad de su volumen con trozos de peña lavada y 

luego se completa hasta 3/4 del volumen máximo con agua destilada. La peña es molida 

durante 15 segundos a nivel 8 4 veces, y luego durante 30 s a máxima potencia 2 veces. 

El material obtenido es denominado Pl y se transfiere a un vaso de precipitado con una 

capacidad volumétrica apropiada, se cubre con un filme plástico y se guarda a una 

temperatura de 0-4°C para su posterior uso. 

3.1.2. Extracción alcalina 
Antes de comenzar la etapa de extracción alcalina una muestra del material obtenido en el 

pretratamiento es pesada, sometida a secado en horno durante 12 h a 40°C y luego, pesada 

nuevamente para determinar el porcentaje de peso seco del material. Con este valor se 

midió el equivalente a 9 g de masa seca para ser procesada. 

El equivalente a 9 g de peso seco de peña lavada y molida fue agregado a un balón de 

destilación que contenía 378ml de solución alcalina de KOH al 5% p/v, el equivalente a 42 
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ml de solución por cada gramo de material seco. El balón fue puesto al interior de un baño 

térmico a 85°C, asegurándose que el material se encontrara bajo la línea del fluido de 

trabajo, y el contenido fue agitado utilizando un agitador magnético. Además, se instaló 

sobre el balón de destilación un condensador para mantener constante la concentración de 

la solución durante la duración del proceso de extracción alcalina. 

La extracción alcalina se realizó durante tres tiempos de hidrólisis de 6, 24 y 48 horas para 

obtener los materiales celulósicos hidrolizados 𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2 respectivamente, utilizando el 

montaje experimental mostrado en la Imagen 1. Luego de haberse cumplido este periodo 

de tiempo el balón de destilación se desconectó del condensador, se retiró del baño térmico 

y el contenido fue filtrado utilizando un embudo Büchner y una bomba de vacío (Rocker 

Rocker-400, Taiwan). 

 

Imagen 1: Montaje experimental para la hidrólisis alcalina del material celulósico. A la izquierda se observa que 
el balón de destilación que contiene el material a hidrolizar se encuentra al interior de un baño térmico y sobre 
un agitador magnético, y que se encuentra unido a un condensador para mantener constante la concentración 
de la solución durante el proceso. La imagen de la derecha muestra el interior del balón con el material celulósico 
cargado. Se mantiene bajo el nivel del baño térmico para asegurar una temperatura homogénea en todo el 
material. 

El material filtrado fue transferido a un vaso precipitado de capacidad volumétrica adecuada 

y lavado con 300 ml de acetona durante 3 minutos manteniéndolo agitado por medio de un 

agitador magnético. El material resultante fue nuevamente filtrado y posteriormente fue 

lavado con agua destilada durante 3 minutos con agitación intensa. Este lavado con agua 

destilada se repitió tres veces filtrando el material al finalizar cada lavado y el material 

resultante fue suspendido con agua destilada a una concentración de 1% p/v con respecto 

al peso seco del material. Las suspensiones para 𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2 fueron guardadas en botellas 

de vidrio y dejadas a una temperatura de 0-4°C hasta ser posteriormente utilizadas. 
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3.1.3. Caracterización de los materiales celulósicos sin modificar 

3.1.3.1. Estructura molecular 

Se caracterizó la estructura molecular de los materiales celulósicos 𝑃𝑙, 𝐻1/4, 𝐻1, 𝐻2  por 

medio de espectroscopía infrarroja por transformada de Furier con reflectancia total 

atenuada (ATR-FTIR).  Para obtener los espectros, se utiliza un espectrómetro FTIR de 

marca Thermo Scientific (Nicolet iS10, EE. UU.), una resolución de 4 𝑐𝑚−1 con 32 escaneos 

en el rango de número de onda de 400-4000𝑐𝑚−1. Los espectros fueron corregidos a línea 

base y normalizados en su intensidad. 

3.1.3.2. Cuantificación de proteínas en la superficie de las fibras 

Se cuantifica la cantidad de proteínas presente en la superficie del material por 

espectroscopía fotoelectrónica por rayos X (XPS). Cada espectro se obtuvo usando un 

equipo con un ánodo doble de Al K, el cual emite rayos X Al 𝐾𝑎 (1486,6 𝑒𝑉) con una potencia 

constante de 400 𝑊 y un ángulo de emisión de 90°. Los experimentos se llevaron a cabo al 

vacío (~ 10−6 Pa) en un rango de energía entre 1350 − 0 𝑒𝑉 con pasos de 1 𝑒𝑉 para obtener 

un espectro de baja resolución y pasos de 0,1 𝑒𝑉 para los espectros de alta resolución. 

Previo a los experimentos se utiliza la señal del orbital C 1s (C-C) para calibrar la energía 

de enlace. Los elementos químicos fueron cuantificados ajustando los espectros con una 

función Gaussiana. La cantidad de proteínas presentes se derivó por medio de la ecuación: 

𝑃(%) = 𝑁(%) × 𝐾 

donde 𝑁  corresponde al porcentaje de nitrógeno presente en la superficie del material y 𝐾 

es un factor de conversión que relaciona el contenido de nitrógeno con el contenido de 

proteínas. Para tunicados se utiliza usualmente 𝐾 = 6,257.   

3.1.3.3. Estructura cristalina 

La estructura cristalina de los materiales celulósicos se estudió por difracción de rayos X 

(XRD) usando un difractómetro de rayos X con una fuente de rayos X de cobre, la cual 

produce radiación Cu 𝐾𝛼1 con una longitud de onda de 0,154 nm operando a 40 𝑘𝑉 y 30 𝑚𝐴. 

Los patrones fueron obtenidos en un rango de difracción 5° − 40° con una variación de 

0,02° cada 3 𝑠 y usando una velocidad rotacional de 60 rpm. 

Se utilizaron los difractogramas obtenidos para calcular el índice de cristalinidad de las 

muestras por medio de la siguiente ecuación: 

𝐼𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑟𝑖𝑠𝑡𝑎𝑙𝑖𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑 (%) =
𝐴𝑐

𝐴𝑐 + 𝐴𝑎
 

donde 𝐴𝑐 corresponde al área bajo la curva de los peaks cristalinos y mientras que 𝐴𝑎 

corresponde al área generada por la fracción amorfa41. 

3.1.3.4. Cuantificación de grupos carboxilo 

Los grupos carboxilos superficiales de los materiales celulósicos 𝐻1/4, 𝐻1, 𝐻2  fueron 

cuantificados  por el método de titulación conductimétrico45 49. 20 𝑚𝐿 de material celulósico 

obtenido de por extracción alcalina fueron diluidos con agua destilada para obtener 40 𝑚𝐿 

de suspensión a una concentración de 0,5% 𝑝/𝑣 de material celulósico. Esta suspensión es 

transferida a un vaso precipitado de 100 𝑚𝐿 y se agregaron 4 𝑚𝐿 de solución NaCl 0,01𝑀. 

El pH de la suspensión se ajusta utilizando HCl hasta obtener un valor entre 2 y 2,5. La 
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titulación de la muestra se realizó con hidróxido de sodio a una concentración de 0,05𝑀. La 

cuantificación de los ácidos carboxílicos fue realizada identificando los volúmenes extremos 

de la segunda fase en el gráfico de conductividad. La concentración de ácidos débiles se 

calculó usando la ecuación: 

𝑋 =
𝐶𝑡 × 𝑉

𝑚
 

donde X es la cantidad de grupos ácidos carboxílicos en 𝜇𝑚𝑜𝑙/𝑔,𝑚 es la masa de la 

muestra, 𝐶𝑡 es la concentración de la solución de NaOH y 𝑉 es el volumen de la base que 

se consume hasta el punto de inflexión en que la conductividad comienza a aumentar por 

la acumulación de NaOH. 

3.2. Entrecruzamiento químico usando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 

carbodiimida y N-hidroxisuccinimida 

3.2.1. Preparación del buffer MES-NaCl 
La reacción de entrecruzamiento se realizó en una solución buffer para mantener estable 

el pH. Específicamente, se utilizó buffer de ácido 2-(N-morfolino) etanosulfónico (MES) a 

una concentración de 0,05𝑀. Para la preparación de éste se disuelven 0,976 𝑔 dMES y 

2,92 g de NaCl en 100 𝑚𝐿 de agua desionizada. El pH de la solución fue ajustado hasta un 

valor de 5,5 usando una solución NaOH concentrada. 

3.2.2. Formación de membranas de material celulósico 

Para la formación de las membranas se toma una muestra de 40 ml de suspensión 0,5% 

p/v de material celulósico. La muestra fue procesada usando un homogeneizador de alto 

corte a 10000 rpm por 5 min. La suspensión se filtró por 15 min usando un embudo Büchner 

conectado a una bomba de vacío. La torta húmeda se colocó al interior de una serie de 

capas, la primera compuesta de rejillas metálicas de malla fina, luego papel filtro y 

finalmente dos platos de metal. Todo esto se prensó por 10 min a 12 MPa y luego se 

transfirió a una termo prensa a 85°C por 30 min, hasta retirar toda la humedad remanente. 

3.2.3. Entrecruzamiento de material celulósico en suspensión 

0,2g de material celulósico fueron agregados a 20 ml de buffer MES, agitando 

vigorosamente para obtener una suspensión homogénea. Se agregó EDC y NHS en una 

proporción 4:1 para obtener una concentración final de EDC entre 0 y 9 mg/ml y se dejó 

reaccionar durante 8h con agitación magnética constante y a temperatura ambiente. El 

material tratado se recuperó por filtración al vacío y posteriormente se lavó 4 veces por 30 

min con agua destilada. Una vez lavado el material se utilizó para para la fabricación de 

membranas como se describe en la Sección 3.2.2. 

3.2.4. Entrecruzamiento de membranas de material celulósico 
Alternativamente se utilizó el material celulósico sin modificar para la fabricación de 

membranas. Posteriormente a su fabricación, se sumergieron estas, individualmente, en 20 

ml de buffer MES agregando EDC y NHS a una razón 4:1, siendo las concentraciones 

finales de EDC las mismas que se utilizaron en el entrecruzamiento en suspensión. Se deja 

reaccionar durante 8h. Una vez terminado el tiempo de reacción, se eliminó la solución 

remanente y se secó la membrana utilizando la misma termoprensa usada en la fabricación 

de las membranas. 
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3.2.5. Determinación del grado de entrecruzamiento 

La concentración de grupos carboxilo presentes en los materiales celulósicos se determinó 

por titulación conductimétrica. Se define el grado de entrecruzamiento en base a la cantidad 

de grupos carboxilo iniciales en el material celulósico y los grupos carboxilos consumidos 

durante la reacción y se puede calcular usando la fórmula siguiente:  

[%] =
[𝐶𝑂𝑂𝐻]𝑖 − [𝐶𝑂𝑂𝐻]𝑓

[𝐶𝑂𝑂𝐻]𝑖 − [𝐶𝑂𝑂𝐻]100
 

donde [𝐶𝑂𝑂𝐻]𝑖 es la concentración inicial de grupos carboxilo en el material, [𝐶𝑂𝑂𝐻]𝑓 es 

la concentración de carboxilos luego de la reacción de entrecruzamiento y [𝐶𝑂𝑂𝐻]𝑅 

corresponde al valor remanente de grupos carboxilo con un grado de entrecruzamiento 

igual a 100%. 

3.3. Caracterización de materiales celulósicos modificados por 

entrecruzamiento químico 

3.3.1. Estructura molecular 
La estructura molecular de las membranas con distinto porcentaje de entrecruzamiento se 

caracterizó por FTIR utilizando una resolución de 4 𝑐𝑚−1  en el rango 400– 4000 𝑐𝑚−1. 

3.3.2. Estructura cristalina 
La estructura cristalina de los materiales celulósicos se estudió por DRX usando un 

difractómetro de rayos X con una fuente de rayos X de cobre, la cual produce radiación Cu 

𝐾𝛼 con una longitud de onda de 0,154 nm operando a 40 𝑘𝑉 y 30 𝑚𝐴. Los patrones fueron 

obtenidos en un rango de difracción 5° − 40° con una variación de 0,02° cada 3 𝑠 y usando 

una velocidad rotacional de 60 rpm. 

3.3.3. Morfología superficial 
La morfología de la superficie de las membranas entrecruzadas químicamente se observó 

usando un microscopio electrónico de barrido de emisión de campo de alta resolución. Las 

imágenes se obtuvieron con un voltaje de aceleración de 10 𝑘𝑉, tamaño de punto de 3 y 

una distancia de trabajo de 6 𝑚𝑚. Previo a la toma de imágenes, las muestras fueron fijadas 

a una tachuela metálica usando pestañas de adhesivo de carbón y posteriormente cubiertas 

con oro usando un recubridor por pulverización. El grosor de la capa de oro fue de  5nm.  

3.3.4. Estabilidad térmica y determinación de contenido inorgánico por TGA 
La estabilidad térmica de las membranas, al igual que la cuantificación de contaminantes 

inorgánicos, se determinó usando un analizador termogravimétrico TGA Q50. Muestras de 

membrana con una masa inicial de ~8𝑚𝑔 fueron sometidas a un aumento gradual de 

temperatura de 5°𝐶/𝑚𝑖𝑛 desde 30°𝐶 a 600°𝐶 bajo una atmosfera de aire a un flujo de 

40 𝑚𝐿/𝑚𝑖𝑛. Las temperaturas al comienzo y peak de degradación se determinaron usando 

la primera derivada de la pérdida de peso como una función de la temperatura. 
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3.3.5. Hinchamiento de la membrana 

El grado de hinchamiento de las membranas fue cuantificado sumergiendo las membranas 

en 20 𝑚𝐿 de agua destilada a 20°C. Luego de 1, 2, 24, 72 h de inmersión, los materiales 

fueron retirados y secados suavemente entre dos hojas de papel y pesados. El grado de 

hinchamiento se calculó usando la siguiente ecuación: 

𝐺𝑟𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑖𝑛𝑐ℎ𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜[%] =
𝑚(𝑡) − 𝑚(0)

𝑚(0)
× 100% 

donde 𝑚𝑠(𝑡) es el peso del material luego de la inmersión en agua; 𝑚𝑠(0) el peso del material 

antes de la inmersión. 

4. Resultados 

4.1. Extracción de fibras de celulosa  
La celulosa presente en la túnica del piure, al igual que en otras especies de tunicados, se 

encuentra integrada a una matriz proteica10 donde las fibras de celulosa-proteína se 

encuentran ligadas por glucanos no celulósicos y lípidos7. Para extraer las fibras de celulosa 

funcionalizada de la matriz se utilizó una etapa de hidrólisis alcalina. Se utilizó diferentes 

tiempos de extracción obteniéndose tres materiales con distinto contenido de proteína unido 

a las fibras de celulosa. El material sometido a 6 horas de extracción se denominó 𝐻1/4, 

aquel tratado durante 24 horas 𝐻1  y el material tratado por 48 horas 𝐻2. Los tres materiales 

obtenidos presentaban una ligera coloración salmón independiente del tiempo de 

tratamiento utilizado. 

Las muestras de material celulósico obtenidas fueron lavadas de acuerdo con el protocolo. 

Luego fueron resuspendidas en una concentración de 1% p/v de acuerdo con su peso seco 

y refrigeradas 4°C hasta ser utilizadas. 

4.2.  Entrecruzamiento químico 
Se prepararon muestras de las suspensiones de los materiales celulósicos obtenidos a 

varios tiempos de hidrólisis alcalina (𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2), una parte de estas muestras fue 

tratada en suspensión con los agentes entrecruzantes EDC y NHS a varias 

concentraciones finales 

Las suspensiones de los materiales celulósicos 𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2 fueron preparadas para 

realizar la reacción de entrecruzamiento aplicando el EDC/NHS a concentraciones finales 

de EDC de 0, 0,25, 0,5, 1, 5 y 10 mg/mL los cuales se utilizaron para la confección de 

membranas entrecruzadas en suspensión. Otra parte del material fue usado para la 

confección de membrana de material celulósico primero, siendo aplicado el agente 

entrecruzante posteriormente, usando las mismas concentraciones finales de EDC que 

para el grupo anterior. 

Para cada material celulósico estudiado (𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2), se obtuvieron tres membranas 

entrecruzadas en suspensión y una entrecruzada como membrana por cada una de las seis 

concentraciones del agente entrecruzante estudiadas (un total de 72 membranas). Además, 

para cada material hidrolizado, se prepararon tres muestras de 0,1g en peso seco de 

material entrecruzado en suspensión por cada concentración del agente entrecruzante, los 

cuales no fueron convertidos en membrana, para su uso en detección de grupos ácidos. 
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4.3. Caracterización de materiales celulósicos 

4.3.1. Composición atómica y cuantificación de proteínas 
La composición atómica de los materiales celulósicos en la superficie fue determinada 

utilizando espectroscopía fotoeléctrica por rayos X. La Figura 1 muestra el espectro de baja 

resolución para los materiales celulósicos Pl, 𝐻1/4 y 𝐻1, se detecta la presencia de 

elementos como nitrógeno, oxígeno y carbono los cuales se asocian directamente a la 

composición de la celulosa y las proteínas unidas a esta. Se detectan además otros 

elementos como silicio y calcio los cuales pueden deberse a la presencia de contaminantes 

inorgánicos en la muestra. 

 

Figura 1: Espectro de baja resolución usado para la inspección de los elementos presentes en los materiales 
estudiados 

La composición porcentual por elemento detectado y el porcentaje de proteína calculado se 

muestra en la Tabla 2. Se observa una disminución en el nitrógeno detectado con respecto 

a reportes previos de materiales celulósicos provenientes de peña de piure y de similar 

tratamiento7. Sin embargo, se conserva la tendencia previamente reportada en la que 

materiales hidrolizados por periodos de tiempo más largos presentan un menor porcentaje 

de nitrógeno en la superficie, lo cual se asocia a la denaturación y perdida de proteínas 

asociadas al esqueleto de celulosa3,7.  Se observa, además que, con respecto al material 

celulósico no hidrolizado, tanto 𝐻1/4 como 𝐻1 presentan una disminución en el porcentaje 

de silicio detectado, esto puede debe a la eliminación de granos de arena durante el proceso 

de hidrólisis y en los lavados posteriores del material3 7 50, mientras que otros átomos como 

calcio, magnesio y hierro no se ven principalmente afectados por estos procesos. 
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Para obtener más información se estudiaron los espectros de alta resolución de los 

materiales celulósicos para carbono y nitrógeno. Los peaks individuales fueron obtenidos 

por deconvolución de la señal como se muestra en la Figura 2 y Figura 3, los valores 

máximos para cada peak se encuentran en las Tabla 3 y Tabla 4. Para el carbono se 

observa la presencia de tres bandas claramente definidas que corresponden a los distintos 

enlaces formados por este átomo. La banda ~283 eV (C1) corresponde a un enlace formado 

entre dos átomos de carbono o un enlace entre carbono e hidrógeno, la banda 284,5 eV 

(C2) corresponde a la unión entre un átomo de carbono y un átomo de oxígeno no carbonilo, 

mientras que la banda ubicada en ~285,3 eV (C3) corresponde a un enlace entre carbono 

y oxigeno carbonilo o a un carbono unido a dos átomos de oxigeno7 29 51. En muestras de 

celulosa se suele encontrar una cuarta banda (C4)51,52 correspondiente a un átomo de 

carbono unido a un átomo de oxígeno carbonilo y un oxigeno no carbonilo, pero en este 

caso no se detectó dicha banda para ninguna de las muestras estudiadas. 

De acuerdo a publicaciones anteriores 7 29 se esperaba observar dos bandas presentes en 

la señal de nitrógeno tal como se puede observar en la Figura 3 B, C y D, las cuales 

corresponden a enlaces entre nitrógeno y carbono en la banda 398 eV (N2) y a enlaces 

nitrógeno e hidrógeno en la banda ~395eV (N1). Siendo esta última banda no detectada 

para el material Pl, sin embargo, dado que es este el material con mayor cantidad de 

proteína presente lo más probable es que la señal de esta banda se encuentre escondida 

bajo el peak asociado al enlace N-C. 

Material 
BE (eV) C-

C, 
C-H 

BE 
(eV) C-

O 

BE (eV) 
O=C-O, 
O-C-O 

Pl 282,7 284,4 285,0 

𝐻1/4 283,3 284,5 285,6 

𝐻1 283,0 284,5 285,4 

𝐻2 283,0 284,6 285,9 
Tabla 3: Energía de enlace asociada a los estados 
de energía de C 1s para el material sin modificar y 

los materiales hidrolizados 𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2. 

 

 
Material 

  

Be (eV) N-
H 

Be (eV) N-
C 

Pl ND 397,9 

𝐻1/4  395,0 397,9 

𝐻1 394,1 398,0 

𝐻2 394,1 398,0 
Tabla 4: Energía de enlace asociada a los estados 
de energía de N 1s para el material sin modificar y 

los materiales hidrolizados 𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2 

 

  

Si 
(2p) 

S 
(2p) 

C  
(1s) 

Ca 
(2p) 

N 
(1s) 

O 
(1s) 

Fe 
(2p) 

Mg 
(1s) 

Proteína 
% 

Pl  
 

% 

0,65 0,48 56,49 0,13 1,27 40,52 0,27 0,19 7,94 

𝐻1/4 0,18 0,22 54,01 0,21 0,36 44,87 0,15 ND 2,25 

𝐻1   0,32 0,26 53,92 0,42 0,18 44,44 0,3 0,16 1,13 

𝐻2 0,42 ND 53,45 ND ND 45,42 0,27 0,21 ND 

Tabla 2: Componentes atómicos de los distintos materiales celulósicos estudiados. Para 𝐻2 y 𝐻1/4 algunos 

componentes no fueron detectados por la metodología utilizada.  
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Figura 2: Deconvolución de la señal de alta resolución de carbono para cada material celulósico estudiado sin 
modificar. En A se muestra la señal del material Pl, B corresponde al material 𝐻1/4, C al material 𝐻1 y D para el 

material 𝐻2.  
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Figura 3:Deconvolución de la señal de alta resolución de nitrógeno para cada material celulósico estudiado sin 
modificar. En A se muestra la señal del material Pl, B corresponde al material 𝐻1/4, C al material 𝐻1 y D al 

material 𝐻2.  
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4.3.2. Estructura molecular 

La estructura molecular de los materiales celulósicos 𝐻1/4 𝐻1 y 𝐻2, y del material inicial Pl 

fueron estudiados usando espectroscopía infrarroja. En la Figura 4 se observan cuatro 

bandas en los números de onda ~1033, 1055, 1110 y 1160𝑐𝑚−1 los cuales, de acuerdo a 

estudios previos3, se asocian a movimientos vibracionales y de estiramiento en los enlaces 

que forman el esqueleto de la molécula de celulosa. Específicamente, las bandas ubicadas 

en ~1033 y 1055𝑐𝑚−1 se asocian a la vibración de los enlaces C-O-C presentes en el anillo 

de piranosa, la banda ubicada en 1110 [𝑐𝑚−1] a la vibración de los enlaces C-OH y en 

1160𝑐𝑚−1 al estiramiento asimétrico de los enlaces C-O3. 

 

Figura 4: Espectro infrarrojo típico obtenido para el material inicial (Pl) y los materiales celulósicos estudiados 
(𝐻1/4 , 𝐻1 y 𝐻2). Las líneas punteadas corresponden a bandas asociadas a sitios de interés. 

Se observa que la banda ubicada en ~1651[𝑐𝑚−1], la cual está asociada a la presencia de 

amida I, presenta una continua reducción en su intensidad desde el valor obtenido para Pl 

hasta un mínimo en el material H2. Esta disminución se debe a la remoción de las proteínas 

presentes en el material original por el proceso de hidrólisis alcalina7, siendo el efecto más 

prominente en los materiales con un mayor tiempo de reacción. Se realizaron estudios por 

espectroscopía infrarroja a los materiales celulósicos 𝐻1 𝐻1 y 𝐻2 modificados por 

entrecruzamiento químico para evaluar la variación de la banda ubicada en ~1651[𝑐𝑚−1]. 

La reacción de entrecruzamiento genera enlaces tipo amida entre los grupos ácido 

carboxílico y aminas presentes en la superficie del material por lo que se esperaba observar 

un aumento en la intensidad relativa en este sitio. 
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A 

Material 

Concentración EDC mg/ml B  

Material 

Concentración EDC mg/ml 

 0 0,25 0,5 1 5 10   0 0,25 0,5 1 5 10 

 1651/1055   1651/1055 

 𝐻1/4 0,07 0,08 0,05 0,07 0,08 0,05   𝐻1/4 0,07 0,09 0,11 0,14 0,10 0,11 

 𝐻1 0,08 0,10 0,06 0,07 0,07 0,07   𝐻1 0,08 0,09 0,05 0,10 0,09 0,17 

 𝐻2 0,05 0,09 0,17 0,16 0,08 0,16   𝐻2 0,05 0,04 0,06 0,06 0,06 0,10 

   Mat mod/Mat sin modificar     Mat mod/Mat sin modificar 

 𝐻1/4 1,00 1,09 0,66 1,00 1,08 0,71   𝐻1/4 1,00 1,29 1,55 2,05 1,36 1,60 

 𝐻1 1,00 1,26 0,69 0,87 0,87 0,90   𝐻1 1,00 1,16 0,66 1,31 1,18 2,09 

 𝐻2 1,00 1,71 3,16 2,99 1,59 3,10   𝐻2 1,00 0,84 1,11 1,07 1,16 1,94 
Tabla 5: Intensidad relativa de la banda 1651𝑐𝑚−1. a) muestra la intensidad normalizada con la intensidad de 
la banda 1055 para el mismo material y la razón entre la intensidad normalizada del material sin modificar y los 
materiales entrecruzados en suspensión. b) muestra las intensidades normalizadas y razones de intensidad en 
los materiales modificados como membrana. 

Los valores de la intensidad de la banda asociada al grupo amida fue normalizada usando 

un peak típicos de materiales celulósicos, el cual no se ve afectados por el proceso de 

entrecruzamiento químico53. La  Tabla 5 muestra el valor normalizado de la intensidad 

obtenida para la banda ~1651 𝑐𝑚−1 tanto para los materiales celulósicos modificados por 

entrecruzamiento en suspensión (A) como para los materiales modificados como 

membrana (B).  

Se calculó la razón entre el valor de intensidad normalizada de los materiales modificados 

a distintas concentraciones de EDC y la intensidad normalizada en la misma banda para 

materiales sin modificar. En el caso los materiales celulósicos modificados en suspensión 

no se observa una tendencia en función a la concentración final de EDC utilizada, 

observándose en algunos casos un aumento de la intensidad relativa y en otros una 

disminución de esta. Cabe destacar que 𝐻2 presenta un comportamiento en que la 

intensidad no aumenta proporcionalmente a la cantidad de EDC utilizada, sin embargo, la 

intensidad obtenida para los materiales modificadoses es mayor que la intensidad del 

material sin modificar para todos las concentraciones estudiadas. 

En el caso de los materiales modificados como membrana, tampoco existe una 

proporcionalidad entre la intensidad relativa obtenida y la cantidad de agente entrecruzante 

utilizado. A pesar de esto, se observa que para casi todas las concentraciones estudiadas 

en los tres materiales celulósicos hay un aumento de la intensidad obtenida. La diferencia 

de los resultados obtenidos entre estas dos metodologías puede deberse a una limitada 

capacidad de difusión de los reactivos utilizados al interior de la membrana, causando que 

la reacción de entrecruzamiento se dé principalmente sobre la superficie, donde es 

fácilmente detectable por el espectrómetro infrarrojo. Mientras que parte de los nuevos 

enlaces formados en el material entrecruzado en suspensión quedan al interior de la 

membrana donde la capacidad de penetración de las ondas infrarrojas podría dificultar la 

detección de enlaces. 
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4.3.3. Estructura cristalina 

La estructura cristalina de los materiales celulósicos 𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2 sin modificar y 

modificados con una concentración de EDC de 5 mg/ml. Para estos últimos, se estudió el 

material modificado en suspensión y modificado como membrana. Los difractogramas 

obtenidos se presentan en las Figura 5, Figura 6 y Figura 7. 

En los difractogramas presentados para los distintos materiales se puede observar la 

presencia de los cuatro peaks característicos para celulosa, ubicados en la posición 14,7°, 

16,6°, 22,5° y 34,5° que representan los planos de refracción 101, 101̅, 002 y 040, 

respectivamente, en las fibrillas. Se detectan además peaks secundarios en el rango 2𝜃 

~25° a 30°. Estos corresponden a distintos contaminantes cristalinos presentes en el 

material, los cuales serán caracterizados más adelante. 

 

Figura 5: Difractograma obtenido para los materiales celulósicos estudiados sin modificar. Se observan los 
cuatro peaks típicos para la celulosa ubicados en posiciones 14,7, 16,6, 22,5 y 34,5. Además, es posible 

observar algunos peaks los cuales se asocian a la presencia de contaminantes cristalinos. 
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Figura 6: Difractograma obtenido para los materiales celulósicos estudiados modificados con una concentración 
final de 5 mg/ml de EDC como membrana. Se observan los cuatro peaks típicos de la celulosa en posiciones 
14,7°, 16,6°, 22,5° y 34,5°. Además, es posible observar algunos peaks los cuales se asocian a la presencia de 
contaminantes cristalinos. 

 

Figura 7: Difractograma obtenido para los materiales celulósicos estudiados modificados con una concentración 
final de 5 mg/ml de EDC en suspención. Se observan los cuatro peaks típicos de la celulosa en posiciones 14,7, 
16,6, 22,5 y 34,5. Además, es posible observar algunos peaks los cuales se asocian a la presencia de 
contaminantes cristalinos 

Los resultados obtenidos fueron utilizados para calcular el índice de cristalinidad de los 

materiales estudiados, los cuales se presentan en la Figura 8. Para los materiales 𝐻1/4 y 𝐻1 

se observa un aumento del contenido de celulosa cristalina en los materiales modificados 

con respecto al material sin modificar, siendo mayor el aumento en ambos casos para el 

material modificado en suspensión. El material 𝐻2  presenta un comportamiento contrario, 

observándose una reducción del índice de cristalinidad para los materiales modificados con 

respecto al material sin modificar. Esta variación es relevante, ya que es la parte amorfa de 
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la celulosa la que determina la capacidad de absorción de agua por parte del material 54. 

En base a los resultados obtenidos es esperable una reducción de la capacidad de 

hinchamiento del material entrecruzado con respecto al material sin modificar. 

Los resultados del índice de cristalinidad para las muestras sin modificar presentan una 

disminución de su valor con respecto a las referencias bibliográficas, siendo el resultado 

obtenido (~30-45%) mucho menor que el previamente reportado (~75%) 3,10.  

 

Figura 8: Porcentaje de cristalinidad calculado para los tres materiales celulósicos estudiados sin modificar y 
modificados con EDC a una concentración final de 5 mg/ml. 
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4.3.4. Determinación de grado de entrecruzamiento 

Se utilizó titulación conductimétrica para cuantificar la presencia de grupos carboxilo en la 

superficie de los materiales celulósicos suponiendo que estos serían el principal ácido débil 

presente en la superficie de las muestras estudiadas45 49. Para luego, por medio del 

seguimiento de su presencia en la superficie de los materiales modificados por 

entrecruzamiento químico, determinar el grado de entrecruzamiento obtenido para cada 

concentración de EDC utilizado. Para cada muestra se obtuvieron resultados como los que 

se muestran en la Figura 9, donde se observan las tres fases típicas de un gráfico para este 

tipo de estudio. Por medio de regresión lineal, se obtuvo una recta representativa para cada 

fase, las cuales al interceptarse permiten obtener los volúmenes de solución alcalina 

utilizada al comienzo y fin de la fase II, aquella en que se neutralizan los ácidos débiles 

presentes en la muestra estudiada.  

 

Figura 9: Resultados típicos de conductimetría para los materiales celulósicos hidrolizados. A una de las 
mediciones obtrenidas para el material 𝐻1/4, mientras que B y C muestran resultados para los materiales 𝐻1 y 

𝐻2 respectivamente 
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Sin embargo, por medio de una búsqueda bibliográfica se determinó durante la realización 

de los experimentos que los grupos amina presentes en la superficie también actúan como 

ácido en el rango de pH requerido para esta técnica afectando los resultados obtenidos, ya 

que es imposible diferenciarlos con este método de los grupos carboxilo que se deseaban 

medir. Además, se detectó que la sensibilidad del método, para el protocolo utilizado, era 

insuficiente para cuantificar correctamente los grupos ácidos resultando en una gran 

variabilidad de los valores obtenidos para un mismo tipo de muestra. Esto se debió 

principalmente a la reducida cantidad de material que se tenía disponible (0,1g por 

muestra), siendo imposible escalar la producción del material utilizada debido a la cantidad 

limitada del agente entrecruzante que se tenía disponible y al alto consumo de éste para la 

preparación de muestras con una alta concentración. En base a esto se decidió descartar 

el uso del grado de entrecruzamiento y se optó por asociar los resultados a la concentración 

de agente entrecruzante utilizada. A pesar de esto, los resultados ya obtenidos se utilizaron 

de manera cualitativa para confirmar la acción de EDC y NHS sobre los grupos funcionales 

objetivo de la reacción de entrecruzamiento químico. 

Como se observa en Figura 10 las muestras de 𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2 sin modificar presentan un 

número similar de grupos ácidos los cuales rondan los 0,31mmol/g, este valor es 

equivalente al doble del valor detectado para pulpa blanqueada TMP y CTMP y 2,8 veces 

la cantidad de grupos ácidos detectados para pulpa Kraft sin blanquear45. Los valores de 

grupos ácidos obtenidos a distintas concentraciones no presentan el comportamiento 

esperado ya que varios puntos presentan un aumento de los ácidos débiles detectados 

frente a un aumento de la concentración del agente entrecruzante utilizado. Los resultados 

presentan, además, una gran variabilidad, teniendo una desviación del 50% del valor 

detectado en algunos casos. A pesar de esto, todos los resultados muestran una 

disminución del total de grupos ácidos detectados, indicando que en efecto la reacción 

mediada por EDC/NHS reduce, parcialmente, los grupos ácidos presentados en la 

superficie del material. 
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Figura 10: Determinación de ácidos débiles presentes en la superficie de los materiales celulósicos. 

Se investigó el uso de otras metodologías para determinar correctamente el grado de 

entrecruzamiento obtenido para las distintas concentraciones de EDC, sin embargo, debido 

al tiempo disponible para la realización de este trabajo fue imposible de implementar. El 

método más prometedor consiste en hacer reaccionar la muestra con ácido 2,4,6-

trinitrobenzenosulfónico (TNBS)20 lo cual permite la cuantificación por absorbancia, usando 

una curva de calibración, de los grupos amina no unidos. Con esta cuantificación es posible 

definir, usando una fórmula  similar a la propuesta a usar con los grupos carboxilicos, el 

grado de entrecruzamiento alcanzado. 

EDC 
mg/ml 

mmolCOOH/g 

𝐻1/4 𝐻1 𝐻2 

 𝜎  𝜎  𝜎 

0,00 0,316 0,168 0,306 0,067 0,307 0,069 

0,25 0,136 0,016 0,100 0,062 0,092 0,033 

0,50 0,174 0,033 0,180 0,057 0,049 0,026 

1,00 0,148 0,021 0,202 0,029 0,066 0,017 

5,00 0,161 0,022 0,221 0,051 0,046 0,026 

10,00 0,112 0,027 0,057 0,025 0,131 0,036 

Tabla 6:Milimoles de grupos ácidos por gramo de material seco promedio calculados desde los resultados de 
la titulación conductimetrica de suspensión de los materiales celulósicos 𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2 tratados con distintas 

concentraciones de EDC. 
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4.3.5. Estabilidad térmica 

En las Tabla 7, Tabla 8 y Tabla 9 se presentan los resultados del análisis termogravimétrico 

para los materiales celulósicos 𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2  sin modificar y modificados a distintas 

concentraciones, utilizando ambos métodos descritos previamente. Todas estas pruebas 

se realizaron por triplicado utilizando aire como atmosfera, asegurando la degradación de 

los compuestos orgánicos presentes en los materiales.  

Material celulósico 
EDC  

[mg/ml] 

T° Onset 
[°C] 

T° Peak [°C] 
Masa residual 

[%] 

 σ  σ  σ 

𝐻1/4 

0 262 5,1 292 1,4 5,5 2,6 

0,5 M 255 1,5 291 1,4 4,3 2,0 

0,5 256 1,3 302 0,2 6,1 2,6 

1 M 249 9,0 291 1,4 6,0 1,1 

1 247 1,9 299 1,1 5,3 2,3 

5 M 244 7,2 286 2,1 4,3 2,2 

5 265 2,8 294 0,3 2,1 0,9 
Tabla 7: Resultados del análisis termogravimétrico del material celulósico 𝐻1/4. En las concentraciones 

marcadas con una M, el material fue modificado como membrana.  T° onset corresponde a la temperatura en 
que comienza la degradación térmica de la muestra mientras que T° peak la temperatura con mayor tasa de 
degradación de la muestra. 

Material celulósico 
EDC 

[mg/ml] 

T° Onset 
[°C] 

T° Peak [°C] 
Masa residual 

[%] 

 σ  σ  σ 

𝐻1 

0 259 3,9 294 0,9 7,6 1,0 

0,5 M 263 2,0 297 1,8 5,0 1,7 

0,5 255 4,0 301 1,3 3,9 1,1 

1 M 260 1,2 286 3,1 8,2 0,9 

1 267 0,3 298 0,3 4,8 0,8 

5 M 259 0,9 295 3,9 3,5 1,3 

5 263 1,4 293 1,2 5,5 1,3 
Tabla 8: Resultados del análisis termogravimétrico del material celulósico 𝐻1. En las concentraciones marcadas 
con una M, el material fue modificado como membrana. T° onset corresponde a la temperatura en que comienza 
la degradación térmica de la muestra mientras que T° peak la temperatura con mayor tasa de degradación de 
la muestra. 
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Material celulósico 
EDC 

[mg/ml] 

T° Onset 
[°C] 

T° Peak [°C] 
Masa residual 

[%] 

 σ  σ  σ 

𝐻2 

0 293 5,9 311 7,1 7,5 1,9 

0,5 M 286 0,5 306 0,1 5,4 0,9 

0,5 288 1,6 311 0,8 6,4 4,1 

1 M 284 1,8 306 2,1 6,7 2,5 

1 301 1,5 314 0,9 3,7 1,0 

5 M 277 1,7 302 1,4 6,8 1,4 

5 294 2,4 313 2,0 3,8 1,3 
Tabla 9: Resultados del análisis termogravimétrico del material celulósico 𝐻2. En las concentraciones marcadas 
con una M, el material fue modificado como membrana. Tonset corresponde a la temperatura en que comienza 
la degradación térmica de la muestra mientras que Tpeak la temperatura con mayor tasa de degradación de la 
muestra. 

Se observa que para los materiales celulósicos sin modificar (0 mg/ml EDC) la temperatura 

en que comienza la degradación y la temperatura en que se alcanza la mayor tasa de 

pérdida de peso es muy similar para los materiales 𝐻1/4 y 𝐻1 (262 y 259°C T°Onset, 292 y 

294°C T° Peak, respectivamente). Son estos materiales los que presentan cantidades 

detectables de proteínas en la superficie de las fibrillas de celulosa que componen las 

membranas. El material 𝐻2 presenta un aumento en ambas temperaturas con respecto a 

los materiales anteriores presentando una variación de 30°C en su T°Onset y 20°C en su 

T°Peak.  

Los materiales modificados por entrecruzamiento químico presentaron una reducción en la 

temperatura de comienzo de degradación y máxima tasa de pérdida de peso con respecto 

al material sin modificar para el caso del material 𝐻1/4 y 𝐻2, observándose un aumento en 

estos valores a mayor concentración final de EDC utilizada, alcanzando en 5 mg/ml valores 

similares a los obtenidos con las muestras sin modificar. 𝐻1 presenta un aumento en los 

valores de T°Onset y T°Peak para la mayoría de las concentraciones de EDC estudiadas 

con respecto al material sin modificar. 

s posible observar también una diferencia en los resultados para los materiales 

entrecruzados en suspensión de aquellos entrecruzados como membrana. Teniendo los 

primeros una mayor temperatura de comienzo de la degradación para todos los casos 

excepto 𝐻1 entrecruzado con una concentración final de EDC de 0,5 mg/ml. Esta variación 

puede deberse a que, debido a la metodología utilizada para la reacción de 

entrecruzamiento del material, las membranas obtenidas de material entrecruzado en 

suspensión presentan un entrecruzamiento químico de las fibrillas distribuido de manera 

homogénea en todo su ancho. Mientras que para aquellas modificadas como membrana 

los nuevos enlaces se encuentran principalmente en las fibrillas de la superficie del material. 

Haciendo a las primeras térmicamente más estables que las segundas. Esta diferencia en 

los resultados puede apreciarse también en un desplazamiento de la temperatura peak de 

degradación donde se observa la misma tendencia. 

Todas las muestras presentan una masa residual de material inorgánico, el cual 

corresponde a <10% de la masa original de la muestra. Estos contaminantes inorgánicos 

han sido detectados previamente en bibliografía 3,7 asociandose a granos de arena 
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presentes entre las fibrillas de celulosa. Estos también pueden ser observados en los 

difractogramas obtenidos a través de refracción de rayos x. La composición de algunos de 

estos contaminantes fue estudiada por Análisis dispersivo de energía por rayos X, 

obteniéndose que además de compuestos a base de silicio se detectaron partículas 

metálicas compuestas por hierro, níquel y aluminio, entre otros. 

 

Figura 11: Curvas típicas de análisis termogravimétrico (TGA) en A y primera derivada de la pérdida de masa 

(DTGA) para las muestras de material celulósico sin modificar.  

 

 

Figura 12: Curvas típicas de análisis termogravimétrico (TGA) en A y primera derivada de la pérdida de masa 
(DTGA) para las muestras de material modificadas con una concentración final de EDC de 0,5 mg/ml en 

suspensión. 
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Figura 13: Curvas típicas de análisis termogravimétrico (TGA) en A y primera derivada de la pérdida de masa 
(DTGA) para las muestras de material modificadas como membrana a una concentración final de 0,5 mg/ml. 

 

Figura 14: Curvas típicas de análisis termogravimétrico (TGA) en A y primera derivada de la pérdida de masa 
(DTGA) para las muestras de material modificadas con una concentración final de EDC de 1 mg/ml en 
suspensión. 
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Figura 15: Curvas típicas de análisis termogravimétrico (TGA) en A y primera derivada de la pérdida de masa 
(DTGA) para las muestras de material modificadas como membrana a una concentración final de 1 mg/ml. 

 

Figura 16: Curvas típicas de análisis termogravimétrico (TGA) en A y primera derivada de la pérdida de masa 
(DTGA) para las muestras de material modificadas con una concentración final de EDC de 5 mg/ml en 
suspensión. 
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Figura 17: Curvas típicas de análisis termogravimétrico (TGA) en A y primera derivada de la pérdida de masa 
(DTGA) para las muestras de material modificadas como membrana a una concentración final de 5 mg/ml. 

Se observa en las curvas de degradación térmica obtenida, para todos los materiales y 

concentraciones de agente entrecruzante (Figura 11, Figura 12, Figura 13,Figura 14,Figura 

15,Figura 16 y Figura 17),  que todas presentan un comportamiento similar, donde hasta 

alcanzar los 200°C la masa de la muestra varía muy poco (<5%). Estando esta variación 

asociada principalmente a la perdida de humedad y compuestos volátiles de baja masa 

molecular3,7. Posterior a esto, cuando las muestras alcanzan una temperatura ~250°C, se 

produce una rápida pérdida de masa hasta alcanzar un valor de entre 20% y 30% de la 

masa original de la muestra. Esta segunda pérdida de masa corresponde a la degradación 

térmica de la celulosa, dejando atrás una mezcla de alquitrán y residuos inorgánicos. Esta 

última porción comienza a degradarse alrededor de los 300°C notándose un cambio de 

rapidez en la pérdida de masa, la velocidad máxima en esta porción se alcanza alrededor 

de los 430°C formando un segundo peak en los gráficos de velocidad de degradación. A 

diferencia de estudios previos con materiales similares, es posible degradar esta porción 

debido a la presencia de 𝑂2 en el gas utilizado, en un ambiente inerte la masa de este 

material tiende a estabilizarse a partir de los 360°C rondando el 36% de la masa original3, 

mientras que en los resultados obtenidos la masa tiende a estabilizarse alrededor de los 

470°C conservando este valor hasta los 600°C siendo el remanente residual menor al 10% 

de la masa original en todos los casos. 

Se esperaba que la formación de nuevos enlaces covalentes en la superficie de las fibrillas 

de celulosa aumentara la estabilidad térmica, siendo este aumento más notorio en las 

muestras con mayor presencia de proteínas en la superficie tratadas con mayor 

concentración del agente entrecruzante, sin embargo, luego de la modificación química a 

los materiales 𝐻1/4 y 𝐻1, estos materiales solo obtuvieron valores comparables al material 

sin modificar. Es el material 𝐻2, aquel en que no fue posible detectar la presencia de 

proteínas, el que presenta los valores más altos en las pruebas de estabilidad térmica. Es 

posible que la ausencia de proteínas en la superficie de las fibrillas de celulosa haya 

aumentado los valores obtenidos en los ensayos termogravimétricos debido a que permitió 

una interacción más intima entre las fibrillas de celulosa permitiendo la formación de más 

puentes de hidrógeno entre las cadenas de celulosa10,11,16. 
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4.3.6. Análisis superficial de las membranas 

La superficie de las membranas fue analizada por medio de microscopía electrónica, 

realizándose observaciones a una magnificación x10.000, x20.000 y x40.000 para cada uno 

de los tres materiales celulósicos estudiados sin modificar (𝐻1/4, 𝐻1 y 𝐻2). Además, se 

observó la superficie de las membranas de material entrecruzado en suspensión y como 

membrana a una concentración de EDC de 5mg/ml, para los tres materiales celulósicos 

estudiados.  

A una magnificación de X10.000 (Ilustración 8, Ilustración 11 y Ilustración 14) se puede 

observar que las membranas obtenidas están formadas por fibras depositadas en 

direcciones aleatorias, tanto para el material sin entrecruzar como para ambas membranas 

de material entrecruzado químicamente. Es posible observar para el material 𝐻1/4 y 𝐻1, 

tanto para la membrana de material entrecruzado en suspensión como para aquella 

entrecruzada como membrana, la formación de fibras con un mayor ancho, las cuales están 

compuestas por fibras más delgadas unidas entre sí. Si bien la celulosa se organiza 

naturalmente en esta forma jerárquica11 la menor presencia de estas en la celulosa sin 

modificar apunta a que esto pude haber sido causado por la modificación química a la que 

se sometió a estos materiales. Esto se hace más evidente a mayor magnificación 

(Ilustración 9,Ilustración 10, Ilustración 12 yIlustración 13), donde puede observarse que la 

membrana de material sin modificar presenta en su mayoría fibras delgadas independientes 

mientras que las fibras del material modificado son más gruesas, formadas por fibrillas más 

delgadas aglomeradas. 

Se observa en las imágenes a distintas magnificaciones la presencia de partículas de 

distintos tamaños, ubicadas sobre las fibras o envueltas por estas. El análisis de estas 

partículas apunta a que estas corresponden en su mayoría a sustancias inorgánicas 

compuestas principalmente de silicio o metales como hierro, níquel o titanio, los cuales se 

asocian a contaminantes capturados por el animal en vida e incorporados a la peña durante 

su formación. 

No se observa la aparición de estructuras ordenadas luego del proceso de 

entrecruzamiento químico, ni la formación de poros de un tamaño específico. Como se 

observa en la Ilustración 9 y Ilustración 11, las fibras de celulosa se encuentran más 

compactadas en las imágenes B y C comparadas con la imagen A, esto podría dificultar la 

difusión del agua al interior de la membrana. 

A diferencia de los dos materiales estudiados previamente, el material 𝐻2 presenta un 

similar comportamiento de las fibrillas tanto para las membranas sin modificar como para 

aquellas a las que se aplicó el tratamiento de entrecruzamiento. A una magnificación de 

x10.000 es posible observar un gran número de fibrillas delgadas individuales y al aumentar 

la magnificación no es evidente una diferencia en la distribución de anchos de las fibrillas 

observadas. Esto podría indicar que la reacción de entrecruzamiento es menos efectiva en 

este material debido a la ausencia de grupos amino presentes en la superficie de las fibrillas, 

dificultando la formación de fibrillas más gruesas en el material. 

Al igual que en los dos materiales anteriores se observa la presencia de partículas 

contaminantes de distintos tamaños presentes entre las fibras que componen la membrana. 

Siendo estas partículas las responsables de la masa residual observada en el análisis 

termogravimétrico. 
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Ilustración 8: Material 𝐻1/4 magnificado x10.000. La imagen A muestra el material sin modificación química, 

mientras B y C corresponden al material 𝐻1/4 entrecruzado usando 5mg/ml de EDC en suspensión y como 

membrana, respectivamente. En C. se pueden observar contaminantes inorgánicos entre las fibras de celulosa. 

 

Ilustración 9: Material 𝐻1/4 magnificado x20.000. La imagen A muestra el material sin modificación química, 

mientras B y C corresponden al material 𝐻1/4 entrecruzado usando 5mg/ml de EDC en suspensión y como 

membrana, respectivamente. Las flechas blancas indican la presencia de contaminantes en las fibras de 
celulosa. 
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Ilustración 10: Material 𝐻1/4 magnificado x40.000. La imagen A muestra el material sin modificación química, 

mientras B y C corresponden al material 𝐻1/4 entrecruzado usando 5mg/ml de EDC en suspensión y como 

membrana, respectivamente. 

 
Ilustración 11:Material 𝐻1 magnificado x10.000. La imagen A muestra el material sin modificación química, 

mientras B y C corresponden al material 𝐻1/4 entrecruzado usando 5mg/ml de EDC en suspensión y como 

membrana, respectivamente. Se observa en las imágenes la presencia de partículas de contaminantes 
inorgánicos entre las fibras de celulosa. 
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Ilustración 12: Material 𝐻1 magnificado x20.000. La imagen A muestra el material sin modificación química, 
mientras B y C corresponden al material 𝐻1 entrecruzado usando 5mg/ml de EDC en suspensión y como 
membrana, respectivamente. Se puede observar en C la presencia de partículas contaminantes entre las fibras 

de celulosa. 

 
Ilustración 13:Material 𝐻1 magnificado x40.000. La imagen A muestra el material sin modificación química, 

mientras B y C corresponden al material 𝐻1 entrecruzado usando 5mg/ml de EDC en suspensión y como 

membrana, respectivamente. 
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Ilustración 14: Material 𝐻2 magnificado x10.000. La imagen A muestra el material sin modificación química, 

mientras B y C corresponden al material 𝐻2 entrecruzado usando 5mg/ml de EDC en suspensión y como 
membrana, respectivamente. Es posible observar la presencia de partículas inorgánicas entre las fibras de 
celulosa. 

 

Ilustración 15: Material 𝐻2 magnificado x20.000. La imagen A muestra el material sin modificación química, 

mientras B y C corresponden al material 𝐻2 entrecruzado usando 5mg/ml de EDC en suspensión y como 

membrana, respectivamente. Se observa la presencia de partículas contaminantes entre las fibras de celulosa. 
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Ilustración 16: Material 𝐻2 magnificado x40.000. La imagen A muestra el material sin modificación química, 

mientras B y C corresponden al material 𝐻2 entrecruzado usando 5mg/ml de EDC en suspensión y como 

membrana, respectivamente. Se observa entre las fibras de celulosa la presencia de contaminantes inorgánicos. 

Los anchos de las fibrillas presentes en las imágenes magnificadas x40.000 para los 

materiales celulósicos H1/4, H1 y H2 sin modificar y modificados con 5 mg/ml de EDC, 

utilizando las dos metodologías, fueron estudiados utilizando el software ImageJ versión 

1,53k. La imagen fue divida en cuatro cuadrantes y en cada uno de estos se midió el ancho 

de 25 fibrillas para un total de 100 mediciones. La distribución de los anchos para cada 

imagen se presenta en las Figura 18, Figura 19 y Figura 20. 

Se aprecia en estas figuras para el material H1/4 y H1, la frecuencia de fibrillas con un ancho 

menor a los 100 nm es similar entre las muestras sin entrecruzar y aquellas con un 

entrecruzamiento químico, sin embargo, para las muestras entrecruzadas se observa un 

aumento de la frecuencia de anchos mayores comparado con el material sin entrecruzar. 

El grosor promedio de las mediciones aumenta desde 0,095 µm a ~0,108 µm para H1/4 y 

de 0,075 µm a 0,103 µm para H1. No es posible detectar este comportamiento para las 

muestras del material 𝐻2, donde se observa una distribución similar entre la muestra sin 

modificar con aquellas sometidas al tratamiento de entrecruzamiento químico.  
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Figura 18: Distribución de ancho de las fibrillas en el material celulósico 𝐻1/4 sin modificar y modificado con 

concentración final 5 mg/ml de EDC para imágenes obtenidas a una magnificación de x40.000 
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Figura 19: Distribución de ancho de las fibrillas en el material celulósico 𝐻1 sin modificar y modificado con 

concentración final 5 mg/ml de EDC para imágenes obtenidas a una magnificación de x40.000 
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Figura 20: Distribución de ancho de las fibrillas en el material celulósico 𝐻2 sin modificar y modificado con 

concentración final 5 mg/ml de EDC para imágenes obtenidas a una magnificación de x40.000 
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4.4. Estudio de hinchamiento 
Estudios de hinchamiento fueron realizados en los materiales hidrolizados H1/4, H1 y H2 

entrecruzados a distintas concentraciones de EDC y NHS con el fin de determinar el 

porcentaje de hinchamiento alcanzado por estos luego de 72 horas sumergidos en agua 

destilada. Los experimentos fueron realizados en triplicado tanto para las muestras 

entrecruzadas en suspensión como para aquellas entrecruzadas como membrana.  

Las Figura 21, Figura 22 y Figura 23 muestran los resultados comparativos entre la prueba 

de hinchamiento para los materiales H1/4, H1 y H2 entrecruzados como suspensión y sus 

contrapartes entrecruzadas como membrana. La principal diferencia encontrada para las 

dos metodologías estudiadas consiste en que los materiales entrecruzados como 

membrana tienden a absorber una menor cantidad de agua por gramo de material seco 

para cada concentración estudiada. Este fenómeno puede deberse a cambios en la 

estructura o la formación de estructuras ordenadas que dificultan el ingreso y/o la retención 

del agua al interior de las membranas20 debido a la formación de los nuevos enlaces entre 

las microfibrillas formados entre los grupos amina y ácido carboxilo de la superficie. 

Además, se observa que para la mayoría de los casos el material entrecruzado como 

membrana tiene una clara tendencia en la que una mayor concentración del agente 

entrecruzante, al momento de llevar a cabo la reacción, resulta en una menor absorción de 

agua, dándole un claro orden a las curvas. Mientras que, en aquellos entrecruzados en 

suspensión, las curvas no muestran un orden claro en base a la concentración usada 

durante la reacción de entrecruzamiento. 
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Figura 21:Resultados prueba de hinchamiento del material 𝐻1/4 a distintas concentraciones de EDC. La figura 

A muestra los resultados obtenidos del material modificado en suspensión, mientras que B muestra los 
resultados del material modificado como membrana. 
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Figura 22:Resultados prueba de hinchamiento del material 𝐻1 a distintas concentraciones de EDC. La figura A 
muestra los resultados obtenidos del material modificado en suspensión, mientras que B muestra los 
resultados del material modificado como membrana. 
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Figura 23: Resultados prueba de hinchamiento del material 𝐻2 a distintas concentraciones de EDC. La figura 
A muestra los resultados obtenidos del material modificado en suspensión, mientras que B muestra los 
resultados del material modificado como membrana. 



47 
 

En la Figura 24 se comparan los resultados obtenidos por material celulósico hidrolizado 

para cada concentración estudiada luego de 72 horas. Para los tres materiales celulósicos 

hidrolizados estudiados se observa que los porcentajes alcanzados por las muestras 

entrecruzadas como membrana tienen un menor valor que su contraparte entrecruzada en 

suspensión para todas las concentraciones de agente entrecruzante estudiada. 

 En la Figura 24A se muestra los resultados del material H1/4, se observa que el porcentaje 

de hinchamiento se reduce desde un 166% en el material sin modificar hasta 130% a una 

concentración de EDC de 5mg/ml al entrecruzar en suspensión y a un 69% al entrecruzar 

en la membrana obtenida del mismo material. Los resultados obtenidos a 10mg/ml 

presentan un ligero aumento con respecto a la concentración anterior obteniéndose 135% 

y 77% respectivamente. 

Para el material H1 se muestran los resultados en la Figura 24B. El material sin entrecruzar 

presenta un porcentaje de hinchamiento de 186%. Las muestras entrecruzadas en 

suspensión alcanzan un valor mínimo de 116% a 5mg/ml de EDC mientras que las muestras 

entrecruzadas como membrana alcanzan un valor mínimo de 72% a la misma 

concentración. En este caso los resultados obtenidos a 10 mg/ml difieren en su 

comportamiento entre las dos metodologías observándose que para el material 

entrecruzado como membrana se obtiene una mínima variación con respecto a la 

concentración anterior con un valor obtenido de 73%, mientras que el material modificado 

en suspensión presenta un aumento considerable en su porcentaje de hinchamiento 

obteniéndose un valor promedio de 150%. 

El comportamiento del material 𝐻2 al ser modificado en suspensión presenta un 

comportamiento distinto al resto de las muestras estudiadas ya que, si bien 𝐻2 es el material 

con menor porcentaje de hinchamiento sin modificar con un promedio de 137%, 

prácticamente no reduce su porcentaje de hinchamiento al aumentar la concentración con 

la que es tratado llegando a un mínimo de solo 130% a 5mg/ml de EDC. Por otra parte, el 

comportamiento del material modificado como membrana es similar al de H1/4 y H1 

reduciéndose el porcentaje de hinchamiento a un mínimo de 82% a una concentración de 

EDC de 10mg/ml. 

De los resultados anteriores se desprende que la combinación de hidrólisis alcalina y 

entrecruzamiento químico, mediado por EDC y NHS, permite controlar la cantidad de agua 

que es absorbida por membranas obtenidas de celulosa naturalmente funcionalizada 

proveniente de la peña de piure, en un rango entre ~70% y 190% del peso seco de la 

membrana utilizada. Además, se detectó que aumentar la concentración del agente 

entrecruzante más allá de los 5 mg/ml no genera una mayor reducción en la absorción de 

agua pudiendo hallarse este límite incluso a menores concentraciones en el rango de 1 a 5 

mg/ml debido a la conversión total de los grupos amina y carboxilo disponibles para la 

reacción de entrecruzamiento20. El aumento del tiempo de hidrólisis también parece tener 

efectos decrecientes en el rango de absorción de agua, siendo el material intermedio H1 el 

que permite un mayor rango de valores al variar la concentración utilizada durante el 

proceso de entrecruzamiento.  
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Figura 24: Porcentaje de hinchamiento luego de 72 horas. En A se muestran el porcentaje de hinchamiento promedio 
y junto a su desviación estándar para el material 𝐻1/4 entrecruzado en suspensión y como membrana, mientras que 

B y C m muestran los resultados para 𝐻1 y 𝐻2 respectivamente. 
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5. Conclusiones 
En el presente estudio se evaluaron los efectos del entrecruzamiento químico mediado por 

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida y N-Hidroxisuccinimida sobre la capacidad de 

hinchamiento de membranas producidas en base a nanofibrillas de celulosa naturalmente 

funcionalizada extraída de la túnica de Pyura chilensis. Tres materiales de celulosa 

nanofibrilada H1/4, H1 y H2, fueron fabricados por medio de hidrólisis alcalina a distintos 

tiempos de reacción utilizando el acercamiento top-down.  

Por medio de espectroscopía fotoelectrónica de rayos X se determinó la composición 

elemental de estos materiales y se cuantificó la cantidad de proteínas presentes en cada 

uno, confirmándose que mayores tiempos de reacción consiguen menor cantidad de 

proteína en el material sin afectar mayormente la cantidad de otros elementos presentes. 

Utilizando espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total 

atenuada se estudiaron las interacciones intramoleculares de los materiales fabricados 

confirmando que el material se encuentra formado principalmente por celulosa y 

reafirmando la disminución de proteínas presentes por una disminución de la intensidad 

detectada en la banda asociada a amina I para materiales con mayor tiempo de hidrólisis. 

El estudio de cristalinidad realizado a los materiales celulósicos estudiados mostró un 

aumento del índice de cristalindad para los materiales H1/4 y H1 modificados químicamente 

con respecto al mismo material sin modificar, coincidiendo con los resultados de estudios 

previos en que un mayor valor de este índice coincide con una menor absorción de 

humedad por parte del material. Mientras que el material H2 cuyo índice se reduce con 

respecto al material sin modificar presente una variación menor en cuanto a la cantidad de 

agua que absorbe el material.  

El análisis termogravimétrico no mostró una tendencia clara en el efecto del 

entrecruzamiento químico y la estabilidad térmica de la muestra, ya que para los materiales 

H1/4 y H2 el material sin modificar fue más resistente a la degradación térmica comparado 

con aquellos entrecruzados, a diferencia del material H1 en el cual los materiales 

entrecruzados comenzaron a degradarse a mayor temperatura que el material sin modificar. 

Sin embargo, se detectó que para los materiales modificados químicamente la estabilidad 

térmica es mayor en aquellos entrecruzados en suspensión que aquellos entrecruzados 

como membrana. 

La titulación conductimétrica permitió validar el efecto del entrecruzamiento químico sobre 

las nanofibrillas de celulosa por reducción de los grupos ácidos detectados, pero no fue 

posible determinar el grado de entrecruzamiento obtenido para cada concentración del 

agente entrecruzante utilizado, debido a las limitantes del método.  
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Las dos metodologías utilizadas durante la etapa de entrecruzamiento permiten obtener 

material celulósico modificado químicamente por la formación de enlaces tipo amida entre 

los grupos carboxilo y amina presentes en la superficie, comprobado por la disminución de 

los grupos ácidos detectados por titulación conductimétrica para las muestras modificadas 

como suspensión y por el aumento de la intensidad relativa de la banda 1651 𝑐𝑚−1 para 

aquellas modificadas como membrana. Los estudios de hinchamiento de las membranas 

obtenidas muestran que el uso de hidrólisis alcalina y entrecruzamieto mediado por EDC y 

NHS permiten controlar el grado de hinchamiento de la celulosa extraída de piure en un 

rango entre 70% y 190% siendo H1 el material con el mayor rango valores.  
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