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ABSTRACT. “Nanocellulose production from pineapple
leaves and palm oil rachis”. Introduction: Nanocellulose,
the nanometer form of cellulose, can be produced
through various methods, including chemical treatments,
physical rupture, or their combination. Agro-industrial
waste, like palm oil rachis and pineapple leaves, is
commonly used as fuel or composting in plantations.
However, it is not typically used for value-added products.
Objective: To produce cellulose nanofibers starting with
low-energy and low-input systems. Methods: We
chemically characterized pineapple leaves and African
palm oil rachis and subjected them to chemical
degradation and mechanical treatments, to obtain
cellulose nanofibers. The fibers were subsequently
degraded with acetic acid (HOAc) and characterized using
visible microscopy, fluorescence microscopy, infrared
spectroscopy, X-ray diffraction, and transmission electron
microscopy. Results: Pineapple leaves and African palm
oil rachis had cellulose contents of 35,8 + 0,5% and 17,9 +
0,1%, respectively. We obtained nanofibers with
thicknesses of 40nm and 10,8nm. Conclusion: The hybrid
method of chemical treatment and mechanical rupture
proved successful in obtaining fibrillar nanocellulose with
low-concentration reagents.

Keywords: biomass, nanomaterials, technology,
valuation, wastes.

RESUMEN. Introduccidon: La nanocelulosa, la forma
nanométrica de la celulosa, puede ser producida
mediante diversos métodos, incluyendo tratamientos
quimicos, ruptura fisica o ambos. Los residuos
agroindustriales, como el raquis de aceite de palma vy el
rastrojo de pifia, suelen usarse como combustible o para
compostaje en las plantaciones. Sin embargo, no se
utilizan para productos de mayor valor agregado.
Objetivo: Producir nanofibras de celulosa a partir de
sistemas de baja energia y bajos requerimientos de
insumos. Métodos: Caracterizamos quimicamente el
rastrojo de pifia y el raquis de aceite de palma africana y
los sometimos a degradacién quimica y tratamientos
mecanicos para obtener nanofibras de celulosa.
Degradamos las fibras con dacido acético (HOAc) y las
caracterizamos con microscopia visible, microscopia de
fluorescencia, espectroscopia infrarroja, difraccion de
rayos X y microscopia electréonica de transmision.
Resultados: Las hojas de pifia y los raquis de aceite de
palma africana presentaron contenidos de celulosa de
35,8+ 0,5% y 17,9 + 0,1%, respectivamente. Obtuvimos
nanofibras con espesores de 40nm y 10,8nm. Conclusion:
El método hibrido de tratamiento quimico y ruptura
mecanica resulto exitoso en la obtencion de nanocelulosa
fibrilar utilizando reactivos de baja concentracion.

Palabras clave: biomasa,
tecnologia, valorizacion.

nanomateriales, residuo,

Los cultivos de pifia y palma aceitera forman parte de los sectores de produccién mas
grandes en lo que a territorio de cultivo respecta en Costa Rica. El sector pifiero costarricense esta
catalogado como el productor de la mejor pifia fresca a nivel mundial, la cual es el tercer producto
de exportacion en el pais. El territorio destinado al cultivo de pifia aumentd de 43 000 a 45 000
hectédreas del 2016 al 2018 (Mora et al., 2020).

Los residuos del cultivo pifiero se han contabilizado en cerca de 8,2 millones de toneladas
anuales, una cantidad importante de biomasa que actualmente genera grandes problematicas de
plagas (Picado, 2018). Por su parte, el territorio de siembra del raquis de palma africana incremento
desde el afio 2016 al 2018 de 72 456 a 76 910 hectareas de cultivo, que representaron alrededor de
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1 087 800 toneladas para el 2018(Mora et al., 2020). Estudios han determinado que una vez seco,
el 35% es celulosa (Lopez et al., 2009; Irias & Lutz, 2014). Y para el raquis de palma africana, el
contenido holocelulédsico ronda el 51% (Galiwango et al., 2018). La celulosa es el biopolimero mas
abundante de la biosfera y es fuente de carbono renovable, con varias aplicaciones comerciales;
sintetizada en su mayor parte por las plantas por medio de fotosintesis (Dopico-Ramirez et al.,
2012). En la actualidad, hay varios procesos utilizados para extraer la celulosa, por ejemplo, los
procesos alcalinos, de bisulfito y sulfato (kraft), en combinacion con tratamientos térmicos y
mecanicos que, dependiendo de la combinacién utilizada, dan como resultado diferentes
resistencias de fibra de la pulpa (Shaghaleh et al., 2018). La obtencidén de nanocelulosa a partir de
celulosa es una de las tecnologias que ha tomado gran relevancia en la actualidad, debido a su gran
cantidad de aplicaciones y a la diversidad de nanocelulosa que es posible obtener.

Las fibras elementales o micelas, se forman por 40 y 100 cadenas de celulosa. Dichas
cadenas se acoplan para formar las llamadas fibras elementales o nanofibrillas, las cuales de igual
manera se ensamblan unas con otras hasta formar cadenas mds largas de celulosa denominadas
microfibrillas de celulosa. Las nanofibras pueden tener de 20 a 50nm de didmetro y varios
micrémetros de longitud (Lavoine et al., 2012). Las microfibrillas, por su parte, se empaquetan de
manera unidireccional y forman asi las fibras de celulosa de la pared celular vegetal (Siqueira et al.,
2010), con un ancho de 5 a 20um y una longitud de 0,5 hasta varios milimetros (Kalia et al., 2014).
Existen métodos de ruptura de fibras de celulosa en sus micelas elementales, tal como como el
ultrasonido, el cual puede llegar a producir nanocelulosas con dimensiones muy variadas de 10 nm
a 100 nm de espesor y longitudes de las fibras en la escala de los micrdmetros (Jiang & Hsieh, 2013).

Es por ello que la presente investigacion propone una forma de aprovechar los residuos
agroindustriales en la produccién de celulosa, empleando sistemas de bajo requerimiento
energético y de insumos, que posteriormente pueda dar paso a la obtencidn de nanofibras de
celulosa por métodos mecanico.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacién quimica: La determinacién de la composicidn quimica de cada una de las
biomasas utilizadas se efectud con base en la norma TAPPI: T280 pm-99, asi como en los reportes
técnicos: NREL/TP-510-42620, NREL/TP-510-42618.

Preparacidn de nanocelulosa

Degradacion basica de las fibras: En la degradacion de las biomasas, efectuamos un disefio
factorial 2% para cada una de las biomasas por separado, en el cual los factores: concentracién de
hidréxido de sodio (NaOH) y tiempo de degradacion se estudiaron en los niveles de 2% y 5%
(concentracién en m/V) para el NaOH, mientras que para el tiempo los niveles bajos y altos
respectivamente 30 y 60. Para dicho disefio se analizd el porcentaje de lignina removida como
variable de respuesta.

Para la degradacién utilizamos 1g de biomasa, la cual se secé hasta que su contenido de
humedad fuera menor al 10%m/m y posteriormente fue molida, y tamizada con una malla de
0,5mm de didmetro de poro y se colocé en un Erlenmeyer de 150mL con 50mL de disolucion de
NaOH. La introdujimos en una autoclave a 136kPa. La biomasa degradada se filtré por gravedad y
se lavd con agua hasta pH neutro. La celulosa extraida se dejo reposando en 50mL de hipoclorito de
sodio al 4%m/V durante 15 minutos, tras los cuales se filtrd la celulosa y se repitié el lavado con
hipoclorito. Luego, se filtrd y se efectuaron lavados con agua hasta eliminar el exceso de cloro.
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Degradacion acida de las fibras: Utilizamos 1g de biomasa con previa degradacion basicay
colocamos en un Erlenmeyer de 150mL con 50mL de disolucion de acido acético (HOAc) 10%V/V. La
introdujimos en una autoclave a 136 kPa por 60 minutos. La biomasa degradada se filtré por
gravedad y se lavd con agua hasta pH neutro.

Ruptura de las fibras de celulosa: La celulosa obtenida se dispersé en agua
aproximadamente al 2,5%m/m y se sometié a ruptura en un ultrasénico de alta potencia a una
frecuencia de 60Hz, una amplitud de 60% y un periodo de 15 minutos en el ultrasénico de alta
potencia QSonica modelo Q700 del Centro de Investigacién en Biotecnologia del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica. Para ello tomamos fibras de cada biomasa con dos tipos de degradacién:
A) Fibras con tratamiento basico segun lo establecido en el disefio estadistico, B) Fibras con
tratamiento bdsico segun lo establecido en el diseio estadistico y un posterior tratamiento acido.

Caracterizacion microscopica y espectroscopica

Microscopia optica: Para observar el tamafo de las fibras de celulosa utilizamos un
microscopio ZEISS, Axiolab 5.

Microscopia por fluorescencia: Para observar la presencia de lignina y celulosa en las fibras,
utilizamos un microscopio ZEISS, Axiolab 5 y se tifleron las fibras con el reactivo fluorescent
brightener 28F3543, para promover la fluorescencia de la celulosa, mientras que la lignina se
observé por autofluorescencia; tanto la Microscopia éptica como por fluorescencia realizamos en
el Laboratorio de Ingenieria Quimica de Universidad de Costa Rica en la Sede Caribe.

Microscopia electronica de trasmision (MET): Para determinar el tamafio de las fibras de
nanocelulosa uilizamos un Microscopio Electrénico de Transmisidn HITACHI HT 7700 del Centro de
Investigacion en Estructuras Microscopicas (CIEMic) de la Universidad de Costa.

Espectroscopia Infrarroja (FTIR): Para obtener las bandas de los grupos funcionales
asociados a los componentes de la fibra, asi como ausencia y presencia de lignina utilizamos un
equipo Perkin Elmer modelo Frontier FT-IR-ATR, realizamos 32 escaneos por muestra de 4000cm™
a 450cm™ en el Centro de Investigacion en Ciencia e Ingenieria de Materiales (CICIMA) de la
Universidad de Costa Rica.

RESULTADOS

La composicion porcentual de los diferentes polimeros, extractivos y cenizas presentes en
las fibras vegetales no solo muestran a los residuos como potenciales materias primas, sino que
brindan informacion relacionada con el primer paso de degradacion: hay una relacién directa entre
las condiciones de degradacidn, la concentracion de reactivos y la cantidad de lignina que se desea
retirar de las fibras (Tabla 1).

Para ambas biomasas el contenido de holocelulosa constituye mas de la mitad del material
(Tabla 1); el porcentaje varia de forma importante entre biomasas. Por su parte, el raquis de palma
africana contiene 17,9% de celulosa en su composicién masica y cerca del doble de hemicelulosa.

Segun el analisis de varianza, tanto el tiempo de reaccidn, como la interaccion entre la
concentracién de NaOH (factor “A”) y el tiempo de degradacion (factor “B”) interfieren de forma
significativa en la remociéon de lignina de las fibras de pifia. En el diagrama de Pareto, tanto la
interaccion como el factor “B” sobrepasan el limite de significancia (Fig. 1).
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TABLA 1

Composicién quimica del rastrojo de pifia

SR Rastrojo de pifia Raquis de palma africana

(%) (%)
Extractivos 12,1+0,4 10,9+0,9
Celulosa 35,8+0,5 17,9+0,1
Hemicelulosa 18,6 £ 0,6 36,6 +0,8
Lignina 20,0+£0,3 30,8+0,4
Cenizas 0,7+0,3 0,44 + 0,02

Para el nivel alto del factor "Tiempo", la remocion de lignina se ve favorecida con el nivel
alto del factor “Cn NaOH”. (Fig. 2).

Para el sistema de degradacion de la fibra de raquis de palma africana ambos factores
exceden el limite de significancia, al igual que la interaccion (Fig. 3).
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Fig. 1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados, en respuesta al porcentaje de remocién de lignina

extraida del rastrojo de pifia (a= 0,05).
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Fig. 2. Interacciones entre los factores, en respuesta al porcentaje de remocién de lignina del rastrojo de
pifa.
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Fig. 3. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados, en respuesta al porcentaje de remocién de lignina
extraida del raquis de palma africana (a= 0,05).

El mayor porcentaje de remocién de lignina se da en el nivel bajo de ambos factores (Fig. 4):
de las cuatro combinaciones de factores, las condiciones mas bajas de tiempo y concentracién de
NaOH presentan la mayor eliminacion de lignina.
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Fig. 4. Interacciones entre los factores, en respuesta al porcentaje de remocidn de lignina del raquis de
palma africana

Las condiciones de degradacion de la fibra de raquis de palma africana se fijan en 30 minutos
de degradacién de las fibras, con una concentracion de NaOH del 2% m/V. Los parametros de
presion y temperatura se mantienen en las condiciones de degradacién establecidas, asi como la
proporcién de biomasa y volumen de disolucidon de NaOH del disefio estadistico.

Aunque hay remocion de lignina, el microscopio de luz indica que las medias del didmetro
de las fibras, antes de la ruptura con aparato ultrasénico de alta potencia, eran de 7,7um (pifia) y
7,6um (palma, Fig. 5).
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Las fibras de rastrojo de pifia y raquis de palma africana sin tratamiento, respectivamente
(Fig. 6 A, C). La exposicién de las fibras de celulosa (regiones azules) es minima para las biomasas sin
tratamiento.
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Fig. 3. Fibras de A) Rastrojo de pifia, B) Raquis de palma africana, (1 fibras sin tratamiento, y 2 fibras tras
tratamiento basico y 3 tras al tratamiento 4cido)
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Tras tratamiento alcalino, hay remocidn de lignina y mayor exposicion de las fibras de
celulosa(Figura 6 B,D).

Fig. 4. Microscopia de fluorescencia de fibras de rastrojo de pifia: A) sin tratamiento, B) post tratamiento. Y
fibras de raquis de palma africana C) sin tratamiento, D) post tratamiento.

El pico alrededor de los 3300cm™ es un estiramiento asociado con la vibracién del enlace de
hidrégeno de los grupos hidroxilo en holocelulosa, asi como el pico a 1000cm™ caracteristico del
enlace simple C-O, vibracién de estiramiento que pertenece a los polisacédridos en la celulosa: en
rojo los espectros de las biomasas sin tratamiento, en verde b fibras con tratamiento basico (Figuras
7vy8).

Por otra parte, en el intervalo entre los 2000cm™ a los 1200cm?, es tipico encontrar bandas
caracteristicas de holocelulosa y lignina, que disminuyen su intensidad de forma significativa, o
desaparecen por completo en los espectros que representan las fibras con tratamiento. Lo anterior
evidencia la disminucidn de la presencia de lignina en las fibras (Figuras 7 y 8).

Las lineas azules indicadoras de holocelulosa se intensifican en los espectros de las fibras
pretratadas (Tabla 2).
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Fig. 5. Espectros FTIR antes y después de la degradacion del rastrojo de pifia
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Fig. 6. Espectros FTIR antes y después de la degradacion del raquis de palma africana
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TABLA 2

Resumen de las principales bandas observadas en FTIR, antes y después de la degradacién, asi como lo reportado por
otras investigaciones

Otras investigaciones

Raqui
Rastrojo deT::Ilrlrs\a Longitud
de Pifia . de onda Asignacion de las bandas Referencia
africana
(cm?)
3330 3330 3330 Grupos OH en holocelulosa (Amroune et al., 2014)
2920 2923 2923 Enlace C-H en holocelulosa (Amroune et al., 2014)
2852 2852 2852 Grupo CH; en holocelulosa (Amroune et al., 2014)
1732 1740 1736 Presencia de lignina (Ahmed et al., 2014)
1645 1643 1640 Enlaces O-H del agua absorbida (Xiong et al., 2017)
1593 1593 1593 Estructura aromatica de la lignina (Liu et al., 2009)
1515 1508 1510  Enlace C=C en lignina (Saravanakumar et al.,
2013)
1460 1460 1460 Enlace C=0 en lignina (Amroune et al., 2014)
1428 1426 1423 Grupo CH; en celulosa (Maache et al., 2017)
1370 1371 1367 Enlaces C-H en holocelulosa (Bezazi et al., 2014)
k I
1316 1316 1319 Grupo CH; en celulosa (Zs(flrg;/ana umar etal.,
1238 1240 1240 Enlaces C-O en lignina (Ahmed et al., 2014)
1168 1160 1162 Enlaces C-O-C en holocelulosa (Zs(;alrg;/anakumar etal,
(Saravanakumar et al.,
1030 1030 1030 Enlace C-O en celulosa 2013) (Bezazi et al.,
2014)

Los didmetros de nanofibras de rastrojo de pifia son de 40-78nm y de raquis de palma
africana de 11-20nm. Estos rangos son caracteristicos de las nanocelulosas de tipo fibrilar (Figuras
9y 10).
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Fig. 9. Nanofibras de rastrojo de pifia

@ 0’5"8“““5 UNED Research Journal (e-ISSN 1659-441X), Vol.15(2), e4593, December, 2023




127nm

12 Tom

A

s

13 7pmi

1 12.6nm

.

File name=practica 21002.tif
Image comment=

500nm

Image date=2020/02/05 16:37:36 Spot number=3

Image number=1028 Image rotation=0°

Calibration=1.575 Acc. voltage=100.0kV
Magnification=x15.0k Emission=10.0pA

Lens mode=Zoom-1 Stage X=201 Y=450 Tilt=0.1 Azim=0.0

Fig. 10. Nnanofibras de raquis de palma

Ambos tipos de fibras tienen longitudes que van desde nandmetros hasta unos pocos
micrémetros, caracteristica de las nanofibras de celulosa. Aunque en ambos casos hay nanofibrillas
de celulosa, las del rastrojo de pifia se componen de fibras largas que se entrelazan, formando
algunas fibras mas gruesas (Figura 9 y Figura 10).
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DISCUSION

El rastrojo de pifia, contiene un 35,8% de material celulésico que representa el 65,8% de la
holocelulosa. Los andlisis realizados por otros investigadores apuntan a que, por lo general, cerca
del 64,5% del material holoceluldsico en el rastrojo de pifia es celulosa (Sharma, 1981), un
porcentaje similar al que se obtuvo en la muestra estudiada. Este porcentaje de celulosa en la
muestra también es respaldado por otras investigaciones, que reportan valores tipicos de 27,6%
(Maneeintr et al., 2018) y hasta 32,2% (Irias & Lutz, 2014) en el rastrojo de pifa. Por otra parte,
Bourrillon en su investigacidon sefiala que el contenido varia drasticamente dependiendo de Ia
procedencia de la hoja de la pifia, un 59,0% para las hojas de la corona de la pifia y 25,8% en el caso
del rastrojo de la planta (Lépez-Herrera et al., 2014).

Por su parte, el raquis de palma africana analizado contiene 17,9% de celulosa en su
composicion mdsica y cerca del doble de hemicelulosa. Otros autores reportan valores de celulosa
en el raquis de palma africana en cerca de 32,0% (Galiwango et al., 2018; 2019). La proporcion entre
los constituyentes de holocelulosa puede variar en gran magnitud dependiendo de la funcién de la
biomasa y las condiciones en las que se desarrolle. El raquis de palma africana es caracteristico por
ser un material que necesita rigidez y resistencia para poder soportar el peso de los frutos, razén
por la cual es l6gico que posea un elevado contenido de hemicelulosa, ya que a esta se le atribuye
la funcién de dar rigidez fijando y enlazando las diversas cadenas de celulosa y lignina que se
encuentran en la biomasa (Scheller & Ulvskov, 2010; Rodriguez-Gacio et al., 2012). Otras
investigaciones respaldan los valores elevados de hemicelulosa en las fibras de raquis de palma
africana con valores mayores al 29,8% (Bendahou et al., 2007; Khiari et al., 2010a).

Por otro lado, la lignina, uno de los tres principales componentes de las fibras vegetales,
constituye el 20,0% del rastrojo de pifia y 30,8% para el raquis de palma africana. La variacion de las
proporciones de lignina entre ambas fuentes de biomasa es de esperar debido a que la lignina es
uno de los polimeros de la fibra que ayuda a dar rigidez a las fibras, por lo que es ldgico un valor
elevado de este componente en el raquis de palma africana (Sun et al., 2000). Los valores obtenidos
de lignina suelen ser tipicos en dichas fibras seglin lo que se reporta en otras investigaciones (Khiari
etal., 2010b; Irias & Lutz, 2014; Maneeintr et al., 2018). Ademds, las proporciones de lignina, a pesar
de no ser el principal producto de interés, son de suma importancia debido a que es el componente
que se desea extraer y eliminar de las fibras vegetales.

Las condiciones de degradacién tanto bdsicas como acidas, de las materias primas,
inicialmente se basaron en el método de explosidon como el expuesto por Cherian et al., (2010) o el
de Luzi et al., (2016), al igual que con la sonicacion con referentes como Csiszar et al., (2016).
Posteriormente se realizaron experimentaciones en donde se comprobé el método de degradacion
y reduccion a nanocelulosa en diferentes materias primas como banano (Jirén et al., 2020), raquis
de palma y bagazo de cana (Vargas & Rodriguez, 2021; Jirdn-Garcia et al., 2022; Jirén & Rodriguez,
2022).

Teniendo en cuenta que se desea obtener un sistema de degradacién de las fibras a bajas
condiciones energéticas, se establecid el estudio de la remocién de lignina de las fibras bajo un
disefio factorial 2%, que permitiera observar el efecto de la concentracién de reactivo y el tiempo de
degradacion, asi como el de la interaccion de las mismas. Los niveles seleccionados para el estudio
estadistico, se establecieron con base en las investigaciones realizadas por (Alawar et al., 2009)
(Jirdn et al., 2020).

La red de fibras nanométricas de rastrojo de pifia obtenidas posterior a la ruptura mecanica
se asemeja al comportamiento de las fibras obtenidas en otras investigaciones de nanocelulosa
fibrilar a partir de la hoja de la pifia, en donde el espesor de las fibras es de alrededor de 30 nm
(Ravindran et al., 2010; Rigg-Aguilar et al., 2020).
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Asimismo, nanocelulosa fibrilar de raquis de palma se ha obtenido con didmetros de
alrededor de 20nm (Jirdn-Garcia et al.,, 2022) o nanoceluosa cristalina de palma africana con
didmetros también cercanos a los 23nm determinados por la misma técnica de determinacidn de
tamanfio (Ichwan et al., 2023). Otras investigaciones han caracterizado las nanofibras de celulosa
obtenidas a partir del raquis de palma africana mediante microscopia de fuerza atémica, en donde
también reportan cdémo la nanocelulosa se separa en largas fibras individuales, tal y como las que
se obtuvieron en esta investigacidn, con espesores entre 1 a 3,5nm (Fahma et al., 2010, 2017).

Es importante destacar que, debido a las bajas concentraciones en las hidrdlisis, se
comprueba que se tiene una mezcla entre nano y micro celulosa, dicha mezcla eventualmente
puede separase por diversos métodos como dialisis (Zheng et al., 2019) dependiendo de la
aplicacién. Para efectos de este articulo dicha separacién no se realizé.

Las principales conclusiones del estudio se enfocan en la obtencidon de celulosa utilizando
hidrdlisis alcalina con NaOH en concentraciones relativamente bajas (30 minutos y 2% NaOH), la
cual fue caracterizada y se demostrd que contenia bajos porcentajes de lignina residual por medio
y solo se da un aumento de 2% en el indice de cristalinidad de la celulosa obtenida a partir del
rastrojo de pifia. Ademas, se obtuvo nanocelulosa fibrilar por medio de la ruptura mecanica de pulpa
de celulosa, la cual tuvo tamafios de didametro entre 20,4-10,8nm para las nanofibras de raquis de
palma africana mientras que las de rastrojo de pifia son comparables a los 30nm.
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