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DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO PARA OBTENER NANOCRISTALES MEDIANTE
TRATAMIENTO ACIDO A PARTIR DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién de nanocristales
mediante tratamiento &cido a partir de biomasa lignocelulésica, particularmente del
residuo de las hojas de la planta marina Posidonia oceanica que se acumulan en las
playas y costas. Asimismo, la presente invencién se refiere a los nanocristales

obtenidos por dicho procedimiento y su uso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Numerosas plantas marinas se han utilizado histéricamente como fuentes primarias de
estructuras celulésicas debido al alto contenido en ellas al ser el principal componente
estructural de tallos y hojas. Estos materiales son de gran utilidad en la industria del
envasado por sus propiedades mecanicas, de permeabilidad y transparencia,
cobrando especial relevancia en los ultimos afios al ser obtenidos a través de fuentes

renovables, ahorrando asi toda la problematica relativa a los plasticos.

En el caso de las hojas de Posidonia oceanica, se ha reportado un contenido de
celulosa total de ~30%, obteniéndose un rendimiento de extraccidén aproximado al 28%
(Bettaieb et al., Industrial Crops and Products 2015, 72, 175-182).

El proceso de purificacién de celulosa a través de fuentes de biomasa mas extendido
esta recogido por varios autores (Abe, lwamoto and Yano Biomacromolecules, 2007,
8(10), 3276-3278; Martinez-Sanz, Vicente, Gontard, Lopez-Rubio and Lagaron,
Cellulose 2015, 22(1), 535-551; Sun, Sun, Zhao and Sun Polymer Degradation and
Stability 2004, , 84(2), 331-339), y resumidamente consiste en:
- Una etapa inicial de lavado con disolventes organicos (tolueno:etanol) durante
24 h en un sistema Soxhlet para eliminar los pigmentos, acidos grasos y ceras.
- Un tratamiento acido con NaClO: al 1,4% (pH=3) durante 5 h a 70° C.
- Un tratamiento béasico con KOH al 5,0% durante 24 h en agitacion a
temperatura ambiente, mas 2 h a 90°C.
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La celulosa obtenida se trata con acido sulfurico (30% v/v) durante 1 h y media,

obteniendo asi los nanocristales convencionales con un rendimiento del 12%.

Por otra parte, son también conocidos nanocristales de alta pureza obtenidos a partir
de celulosa bacteriana (BCNW) (Martinez-Sanz, Lopez-Rubio and Lagaron,
Carbohydrate 2013 Polymers, 98(1), 1072-1082).

Como referencias a otras patentes ya publicadas, la patente US9896342 describe la
obtenciéon de nanoestructuras a partir de deshechos agricolas de hojas de Phoenix
dactylifera mediante suspension acuosa y calentamiento en autoclave por 2 horas a
180°C y un segundo calentamiento a 170°C durante 4 horas en condiciones basicas.
El sélido resultante es blanqueado durante 90 minutos y tratado con acido sulfdrico al
45% y 45°C durante 25 minutos. Posteriormente se mantiene a -80°C durante 1 hora,
se lava con agua destilada y tras un tratamiento final de ultrasonidos de 10 minutos se

obtienen las nanoestructuras.

La patente KR20170113257A describe la obtencién de nanocristales sin necesidad de

usar acido sulfurico, con radiacion ultravioleta.

La patente US2018016355A1 describe un método de obtencién de nanocristales

usando disolventes organicos y un fuerte tratamiento mecanico.

Por ultimo, en la patente US2017260692A1 se recoge un tratamiento de agua caliente
en un rango de 150-250°C para obtener nanocristales a partir de residuos de madera.

Por tanto, seria deseable disponer de un procedimiento de obtencién de nanocristales
con un rendimiento mayor que el descrito hasta la fecha, en un tiempo menor y sin la
necesidad de emplear disolventes organicos potencialmente perjudiciales para el
medioambiente.

Asimismo, seria deseable disponer de nanocristales que diesen lugar a films o
peliculas con propiedades mecdanicas mejoradas 0 con una mejor transparencia o

permeabilidad al agua.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencion
de nanocristales mediante tratamiento acido a partir de biomasa lignocelulésica,
preferiblemente procedente de las hojas de Posidonia oceanica, con un contenido de
lignina de entre el 5y el 40%, que comprende las etapas de:

(a) tratamiento de la biomasa lignocelulésica con NaClO. a una concentracion de
entre el 0,5% y el 3%, preferiblemente del 1,4%, a un pH de entre 2,5 y 3,5,
preferiblemente a un pH de 3, a una temperatura entre 65 y 75°C,
preferentemente a 70 °C, para obtener holocelulosa (definida como una mezcla
de celulosa y hemicelulosas); y

(b) tratamiento acido de la holocelulosa obtenida en la etapa (a) con un acido
fuerte (definido como un acido que se disocia casi por completo en solucion
acuosa para ganar electrones) de una concentracién de entre el 20 y 70%,
preferiblemente acido sulfurico al 30% (v/v), y a una temperatura de entre 40 y
60 °C, preferiblemente a 50°C.

Asi pues, el procedimiento de la presente invencion evita tanto el primer paso de
tratamiento con disolventes organicos (previo a la etapa (a)) como el posterior
tratamiento béasico de la biomasa (previo a la etapa (b)), pasando el proceso de
constar de cuatro etapas (método tradicional) a un proceso de dos etapas (método de

la invencién).

En otra realizacion la invencién se refiere a un procedimiento de obtencion de
nanocristales mediante tratamiento acido a partir de biomasa lignocelulésica con un
contenido de lignina de entre el 5 y el 40%, que comprende las etapas de:

(a) tratamiento de la biomasa lignocelulésica con NaClO. a una concentracion de
entre el 0,5% y el 3%, preferiblemente del 1,4% para obtener holocelulosa
(definida como una mezcla de celulosa y hemicelulosas), a un pH de entre 2,5
y 3,5, preferiblemente a un pH de 3, a una temperatura entre 65 y 75°C,
preferentemente a 70 °C; y

(b) tratamiento acido de la holocelulosa obtenida en la etapa (a) con un acido
fuerte de una concentracion de entre el 20 y 70%, preferiblemente acido
sulfarico al 30% (v/v) y a una temperatura de entre 40 y 60 °C, preferiblemente
a 50°C.
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caracterizado porque:
no se lleva a cabo un tratamiento con disolventes organicos previo a la etapa (a); y
no se lleva a cabo un tratamiento basico posterior a la etapa (a) y previo a la etapa (b).

A lo largo de la invencion, el material resultante de la etapa (a), es decir, la
holocelulosa (hemicelulosas + celulosa) es nombrado como F2A. Y el material
resultante de la etapa (b), es decir, los nanocristales es nombrado como NANO F2A.

A lo largo de la invencién el término “acido fuerte” se refiere a un acido que se disocia
casi por completo en solucién acuosa para ganar electrones. Ejemplos incluyen, entre

otros, acido sulfarico (H.SO.), acido clorhidrico (HCI), y acido nitrico (HNOs}.

En otra realizacién la invencién se refiere al procedimiento definido anteriormente
donde en la etapa (a), se utiliza un acido seleccionado de entre acido acético, acido
fosforico, acido nitrico, acido clorhidrico y &cido sulfarico, para mantener el pH entre
2,5y 3,5, y preferiblemente es el &cido acético y el pH es de 3.

En otra realizacion la invencion se refiere al procedimiento definido anteriormente,
donde el acido fuerte de la etapa (b) se selecciona entre acido sulfurico, acido nitrico y
acido clorhidrico, y preferiblemente donde en la etapa (b) el acido fuerte es H.SO4 a
una concentracion de entre el 20 y 50%, y preferiblemente a una concentracién del
30%.

En otra realizacién la invencion se refiere al procedimiento definido anteriormente, que
ademas comprende una etapa (al), intermedia a la etapa (a) y la etapa (b), en la que
se lleva a cabo una centrifugaciéon a una temperatura de entre 10 y 30 °C.

Esta centrifugacién de la etapa (al) se lleva a cabo para separar la biomasa
lignocelulésica tratada de la disolucion de NaClOx.

En otra realizacién la invencion se refiere al procedimiento definido anteriormente, que
ademas comprende una etapa (a2), posterior a la etapa (al), en la que se lleva a cabo
un lavado de la biomasa lignoceluldsica centrifugada obtenida en (a1) utilizando agua
destilada hasta alcanzar pH neutro.
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En otra realizacién la invencion se refiere al procedimiento definido anteriormente, que
ademas comprende una etapa (c), posterior a la etapa (b), en la que se lleva a cabo la
centrifugacion a una temperatura de entre 15y 30 °C, preferiblemente a 15 °C.

La centrifugacion de la etapa (c) se lleva a cabo para separar los nanocristales del
disolvente.

En otra realizacion la invencién se refiere al procedimiento definido anteriormente,
donde la centrifugacién de la etapa (c) se lleva a cabo al menos a 10000 rpm,
preferiblemente a 12500 rpm, y durante al menos 10 minutos, preferiblemente durante

20 minutos.

En otra realizacién la invencién se refiere a procedimiento definido anteriormente que
ademas comprende una etapa (d), posterior a la etapa (c), de re-dispersion de los
nanocristales obtenidos de la etapa (c), y preferiblemente en agua destilada de la
etapa (c).

En la etapa (d) el precipitado se re-dispersa en agua destilada.

En otra realizacién la invencion se refiere al procedimiento definido anteriormente,
donde se lleva a cabo una segunda etapa (c) (etapa (¢’)) y una segunda etapa (d)

(etapa (d"), consecutivas y posteriores a la etapa (d).

La etapa (d’) se realiza tras la etapa (¢’) de centrifugacioén.

El material obtenido tras llevar a cabo la etapa (d) o la etapa (d) y (d) es neutralizado
con NaOH en agitacion y, mediante una dltima centrifugacion (etapa (e)), se separan
los nanocristales obtenidos en forma de precipitado parcialmente hidratado.

En otra realizacién la invencion se refiere al procedimiento definido anteriormente, que
ademas comprende una etapa (e), posterior a la etapa (d) o (d’), de neutralizacién de
los nanocristales mediante tratamiento con NaOH y posterior centrifugacion.

En otra realizacion la invencion se refiere al procedimiento definido anteriormente,

donde el ratio biomasa/disolucién acida de NaClO; de la etapa (a) es de entre 0,8 a
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1,2 g por cada 100 ml de disolucién, preferentemente 1g por cada 100 ml de

disolucién.

En otra realizacién la invencion se refiere al procedimiento definido anteriormente,
donde el ratio biomasa lignocelulésica/disolucién de &cido sulfdrico es de entre 10 y
159 de materia seca por cada 1000ml, y preferiblemente de 15g de materia seca por
cada 1000ml.

En otra realizacién la invencion se refiere al procedimiento definido anteriormente, que
ademas comprende un tratamiento previo a la etapa (a) de limpieza de la biomasa
lignocelulésica, y preferiblemente con agua.

El tratamiento de limpieza previo a la etapa (a) del procedimiento descrito
anteriormente se lleva a cabo lavando la biomasa lignocelulésica, preferentemente
hojas de Posidonia oceénica, con agua para eliminar los restos de arena y sales, y
posteriormente secandolas en estufa y moliéndolas.

En otra realizacién la invencion se refiere al procedimiento descrito anteriormente, que
ademas comprende un tratamiento de secado posterior a la etapa de limpieza previa a
la etapa (a) de la biomasa lignoceluldsica a una temperatura de entre 50 y 70 °C hasta
la eliminacion completa del agua.

En otra realizacién la invencion se refiere al procedimiento descrito anteriormente,

donde la biomasa lignoceluldsica procede de las hojas de Posidonia oceanica.

En ofra realizaciéon la presente invencion ser refiere al procedimiento descrito

anteriormente, donde las hojas de Posidonia oceanica estan molidas.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a los nanocristales obtenidos por el

procedimiento descrito anteriormente.

Los nanocristales obtenidos se pueden utilizar para fabricar films, nanorefuerzos y
distintos tipos de geles, asi como, por ejemplo, vehiculos de liberacion de compuestos

en aplicaciones principalmente biomédicas.



10

15

20

25

30

35

WO 2020/002737 PCT/ES2019/070448

En la presente invencidén “film” se refiere a peliculas continuas del material puro o
combinado con otros materiales poliméricos o biopoliméricos (tales como el &cido
polilactico) que pueden servir para desarrollar estructuras de envasado o transporte,
asi como materiales para ingenieria de tejidos o incluso para aplicaciones electrénicas.
Ejemplos incluyen, entre otros, el desarrollo de peliculas para el envasado de
alimentos, papeles conductores, sistemas de almacenamiento de energia, o materiales
para favorecer el crecimiento de tejidos celulares (Grishkewich, Mohammed, Tang and
Tam, Current Opinion in Colloid & Interface Science, 29, 32-45).

El término “nanorefuerzo” se refiere a aditivos de tamafo nanométrico que, al
incorporarse en matrices poliméricas o biopoliméricas, mejoran sus propiedades (en
concreto suelen tener un impacto positivo en la estabilidad térmica, propiedades
mecanicas y propiedades de barrera a gases y vapores). Ejemplos incluyen entre otros
la incorporacion de los nanocristales en matrices de almidon para aumentar su rigidez

y resistencia mecanica, asi como aumentar la barrera a vapor de agua.

El término “geles” se refiere a un sistema coloidal donde la fase continua es sélida y la
dispersa es liquida o gaseosa. Aunque su estructura se asemeja a la de un sélido, su
comportamiento es completamente diferente. Dependiendo de la fase dispersa, los
geles se dividen en hidrogeles (agua), organogeles u oleogeles (disolvente organico o
aceite) y aerogeles o xerogeles (aire). Como ejemplo, los aerogeles son estructuras de
porosidad muy elevada (>95%) que son capaces de sorber grandes cantidades de
distintos liquidos como agua o aceite, asi como de liberarlos al cambiar las
condiciones del medio recuperando asi su estructura inicial. Se ha visto que aerogeles
formados a partir de celulosa o nanocelulosa son capaces de sorber y liberar grandes
cantidades de agua (>500%) y, por tanto, han sido utilizados para tratamiento de
aguas debido a sus altas capacidades de absorcion, adsorcién y floculacién.

Ademas los nanocristales de celulosa son Uutiles para liberacidn controlada de
medicamentos, asi como encapsulacion de éstos (por la excelente estabilidad coloidal
de los nanocristales), o como biosensores, al ser capaces de ser internalizados por

una célula.

Asi pues, otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de los nanocristales

para fabricar films, nanorefuerzos, geles, capsulas para medicamentos y biosensores,
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preferiblemente para fabricar films, nanorefuerzos, geles, y méas preferiblemente films.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un film, un nanorefuerzo, un gel, una capsula
para medicamento o un biosensor, y preferiblemente un film, un nanorefuerzo o un gel

que comprendan un nanocristal obtenido por el procedimiento descrito anteriormente.

Asi pues, la presente invencion proporciona un procedimiento de obtencién de
nanocristales a través de biomasa lignoceluldsica, preferentemente del residuo de
hojas de Posidonia oceanica respetuoso con el medio ambiente al eliminar los
disolventes organicos (tales como el tolueno y el etanol) y evitar el tratamiento basico
posterior reduciendo, por tanto, el nUmero de etapas necesarias para la obtencion de

estos materiales.

Los nanocristales obtenidos presentan unas excelentes propiedades mecanicas, de
barrera a vapor de agua y de transparencia similar o incluso superior al método

convencional, ademas de aumentar el rendimiento entre un 50% y un 100%.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencién se desprenderan en parte de la descripcidon y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1. Iméagenes representativas obtenidas por microscopia electronica de
transmisién (TEM) de: (A) nanocristales obtenidos mediante el método de la invencién
(NANO F2A) y (B) nanocristales obtenidos por el método convencional (NANO F3).

FIGURA 2. Transparencia de los films obtenidos a partir de nanocristales producidos
mediante el método convencional (NANO F3) y a través del método de la invencién
(NANO F2A).
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EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencién.

Las siguientes siglas y abreviaturas se han utilizado en los ejemplos:

F2A: holocelulosa (celulosa + hemicelulosas) de la invencidn

F3: celulosa convencional

NANO F2A: nanocristales de la invencién

NANO F3: nanocristales convencionales

BCNW: nanocristales de celulosa bacteriana (bacterial cellulose nanowhiskers)
MFC: celulosa microfibrilada (microfibrillated cellulose)

PLA: acido polilactico (polylactic acid)

TPCS: Almidén de maiz termoplastico (thermoplastic corn starch)

Materiales y métodos

Materias primas

El material de desecho de biomasa consistente en hojas de Posidonia oceanica se
recolectd directamente en la costa en Calpe, Alicante (Espafa) en Febrero-Marzo de
2017. El material se lavé repetidas veces con agua para eliminar la arena y las sales y

se almacend en la nevera hasta su uso.

Microscopia electronica de transmisiéon (TEM)

Una gota (8 uL) de una suspensién acuosa al 0,001% de los diferentes nanocristales
obtenidos se dejé secar en una rejilla recubierta con carbono (malla 200). Las
muestras fueron tefiidas con acetato de uranilo. El TEM se realiz6 utilizando un JEOL
1010 a un voltaje de aceleracion de 80 kV.

Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

La permeabilidad directa al agua se determiné a partir de la pendiente de las curvas de
ganancia de peso frente al tiempo a 25°C. Los films se intercalaron entre una parte
superior de aluminio (junta térica abierta) e inferior (depdsito para la silice) de una
celda de permeabilidad especificamente disefiada con tornillos de fijacién. Se coloco
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una junta térica de caucho Viton entre el film y la parte inferior de la celda para mejorar
la capacidad de sellado. Estas celdas de permeabilidad que contienen silice se
colocaron a continuacion en una cabina de humedad relativa equilibrada a 75% de HR
y 25°C. Las ganancias de peso a través de un éarea de film de 0,001 m? se
monitorizaron y representaron en funcion del tiempo. Se usaron células con films de
aluminio (con un espesor de aproximadamente 11um) como muestras de control para
estimar la ganancia de peso a través del sellado. Las pruebas se realizaron como
minimo por triplicado.

Propiedades o6pticas

La transparencia de los films se determind a través de los espectros de reflectividad
superficial en un espectrocolorimetro CM-3600d (Minolta Co., Tokio, Japdn) con un
area de muestra iluminada de 10 mm. Las mediciones se tomaron por duplicado para

cada muestra al usar un fondo blanco y otro negro.

La transparencia de los films se evalug a través de la transmitancia interna (Ti) (0-1,
rango tedrico) mediante la aplicacién de la teoria de Kubelka-Munk para dispersion
multiple a los datos de reflexidén. La transmitancia interna (Ti) de los films se cuantifico
usando la ecuacién (1). En esta ecuacion, RO es la reflectancia del film sobre un fondo
negro ideal. Los parametros a y b se calcularon mediante las ecuaciones (2) y (3),
donde R es la reflectancia de la capa de muestra respaldada por una reflectancia
conocida Rg.

b=(a”" -1)2 3)

Propiedades mecanicas

Los ensayos de traccion se llevaron a cabo en condiciones ambientales en una
maquina Mecmesin MultiTest 1-i (1 kN) (Virginia, EE. UU.) Con el software
EmperorTM. Se cortaron especimenes precondicionados de forma rectangular con
una longitud de calibre inicial de 8 cm y 1 cm de ancho directamente de los films. Se
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utilizé una velocidad de cruceta fija de 10 mm / min en todos los casos. El médulo
elastico (E), la tension a rotura (TS) y el alargamiento a la rotura (€g) se determinaron
a partir de las curvas de tension-deformacion, estimadas a partir de los datos de
fuerza-distancia obtenidos para los diferentes films. Se tomaron al menos 3 medidas
de cada tipo de film para obtener resultados estadisticamente significativos.

Ejemplo 1: Procedimiento de obtencién de los nhanocristales a partir de

Posidonia oceanica

Procedimiento de obtencion de NANO F2A
Obtenciéon de la fraccion holoceluldsica (F2A)

Las hojas de Posidonia oceanica cuyo contenido de lignina es de entre el 16% y 20%
(Benito-Gonzalez, 1., Lépez-Rubio, A., Martinez-Sanz, M. International Journal of
Biological Macromolecules 2018, doi: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.06.052)
son inicialmente lavadas con agua para eliminar los restos de arena y sales, y
posteriormente secadas en estufa y molidas. El polvo resultante se afiade a una
disolucion de NaClO. al 1,4% (pH =3) durante 5h a 70°C, en un ratio 1:100 (g
Posidonia oceanica/ mL disolucion). Posteriormente la muestra se enfria para parar la
reaccion y se centrifuga a 12500 rpm durante 20 minutos a 4°C con los consiguientes
lavados en agua destilada hasta que el pH obtenido sea neutro. El material resultante
contiene fundamentalmente holocelulosa, es decir, una mezcla de celulosa y

hemicelulosas (fraccién F2A).

Obtencidn de nanocristales de holocelulosa (NANO F2A)

El material obtenido tras el primer tratamiento con NaClO. es sometido a un segundo
tratamiento &cido con H>SO4 al 30% durante 1h y media y a 50°C, con un ratio de 15¢g
(peso seco) / L disolucion. Con el objetivo de separar los nanocristales del solvente, se
centrifugan a 12500 rpm y 15°C durante 20 minutos. Tras la centrifugacién, se elimina
el solvente y el precipitado se re-dispersa en agua destilada. Este paso se realiza una
segunda vez tras una nueva etapa de centrifugacion. El material obtenido (NANO F2A)
es neutralizado con NaOH en agitacion y, mediante una ultima centrifugacion, se
separan los nanocristales, obtenidos en forma de precipitado parcialmente hidratados
(80-90% agua) y se almacenan en el refrigerador hasta su posterior uso.
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Procedimiento de obtencion de NANO F3
Obtencion de la fraccién celuldsica precursora (F3)

Las hojas de Posidonia oceanica se someten a una extraccion Soxhlet inicial utilizando
una mezcla de tolueno:etanol en un ratio 2:1 durante 24h para eliminar pigmentos y
lipidos, seguido de un tratamiento con NaCIO:; al 1,4% durante 5h a 70°C para eliminar
la lignina y un tratamiento alcalino final con KOH durante 24h en agitacién + 2h a 90°C
para eliminar las hemicelulosas (fraccion F3).

Obtencion de nanocristales de celulosa (NANO F3)

La fraccidn celulésica F3 se sumerge en una disolucion de H>SO4 (30% v / v), con una
relacion de 1,5 g de fraccion seca / 100 ml de H>SOs., a 50°C y se mantiene en
agitacién durante 1 h y media. Después de eso, el material se somete a varios ciclos
de centrifugacion y lavado para eliminar el &cido y el pH se ajusta a 7 con NaOH v,
mediante una ultima centrifugacién, se separan los nanocristales, obtenidos en forma
de precipitado parcialmente hidratados (80-90% agua). El material obtenido (NANO
F3) se almacena en el refrigerador hasta su uso posterior.

Ejemplo 2: Propiedades de NANO F2A

Se evalué la morfologia de los nanocristales (nuevos y convencionales) mediante
microscopia electrénica de transmision (TEM). Los resultados se recogen en la Figura
1, donde se aprecia claramente que en los nanocristales obtenidos mediante el
método de la invencidn, aparecen impurezas lipidicas y hemicelulosas que quedan
mayormente tefiidas disminuyendo el contraste de los nanocristales. En la Tabla 1 se
muestran las medidas de los nanocristales obtenidas a partir de una media de 50
medidas. En este caso, vemos que los nuevos nanocristales poseen un menor ratio
longitud/anchura, pero manteniéndose ambos (los nanocristales obtenidos por el
método tradicional y los obtenidos por el método de la invencién) por encima de 30,

que seria el valor 6ptimo para la aplicacion de éstos como nanorefuerzos.

Tabla 1. Tamafio (longitud y anchura) y ratio aparente de los nanocristales.

Ancho (nm) Longitud (nm) Ratio largo/ancho

NANO F2A 14,947 499,0 * 96,1 33,5
NANO F3 10,8 +2,2 514,0 £ 82,5 47,6
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Se produjeron films (peliculas continuas), partiendo de los nanocristales, mediante la
adicién de 0,25 g de los nanocristales a 50 ml de agua destilada y se dispersaron
mediante homogeneizacion con el ultra-turrax seguido de sonicacién suave (5
minutos) hasta obtener suspensiones homogéneas. Estos se filtraron luego al vacio
usando filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) con un tamafio de poro de 0,2 pm para
eliminar el agua. El material sélido que quedaba en el filtro se secd luego a
temperatura ambiente durante la noche (aproximadamente 20°C, 40% de humedad
relativa). Los films obtenidos se almacenaron en cabinas de humedad relativa
equilibrada a 0% humedad relativa y 25°C durante tres dias antes de su
caracterizacion. De estos materiales se caracterizaron sus propiedades mecanicas, de
barrera a vapor de agua y de transparencia. Respecto a las propiedades mecanicas
(Tabla 2) podemos apreciar que los films obtenidos a partir de los nuevos
nanocristales no sélo son superiores a otros polimeros ampliamente utilizados (PLA,
MFC y TPCS) sino que incluso presentan mejores propiedades que los films de
nanocristales convencionales (NANO F3) y de nanocristales bacterianos (BCNW),
aumentando sobre todo la tensidén a rotura y la elongacion, lo cual es interesante ya

que los convierte en un material mas rigido y a la vez mas elastico.

Ejemplo 3: Obtencidon de films a partir de NANO F2A y propiedades de los

mismos

Se produjeron films (peliculas continuas), partiendo de los nanocristales, mediante la
adicién de 0,25 g de los nanocristales a 50 ml de agua destilada y se dispersaron
mediante homogeneizacion con el ultra-turrax seguido de sonicacién suave (5
minutos) hasta obtener suspensiones homogéneas. Estos se filtraron luego al vacio
usando filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) con un tamafio de poro de 0,2 pm para
eliminar el agua. El material sélido que quedaba en el filtro se secd luego a
temperatura ambiente durante la noche (aproximadamente 20°C, 40% de humedad
relativa). Los films obtenidos se almacenaron en cabinas de humedad relativa
equilibrada a 0% humedad relativa y 25°C durante tres dias antes de su
caracterizacion. De estos materiales se caracterizaron sus propiedades mecanicas, de
barrera a vapor de agua y de transparencia. Respecto a las propiedades mecanicas
(Tabla 2) podemos apreciar que los fiims obtenidos a partir de los nuevos
nanocristales no so6lo son superiores otros polimeros ampliamente utilizados (PLA,
MFC y TPCS) sino que incluso presentan mejores propiedades que los fiims de
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nanocristales convencionales (NANO F3) y los bacterianos (BCNW), aumentando
sobre todo la tensién a rotura y la elongacién, lo cual es interesante ya que los

convierte en un material mas rigido y a la vez mas elastico.

Tabla 2. Propiedades mecanicas (mddulo de elasticidad, tension a rotura y elongacién
a rotura) de los films producidos a partir de los nanocristales obtenidos.
Modulo de Young Tension a rotura

(GPa) (MPa) % (%)
NANO F2A 10,5+14 124,7 £ 7,2 24104
NANO F3 11,5+ 1,1 98,0+ 6,8 1,1+£0,3
BCNW 7,9+0,1 746115 1,0 £ 0,1
MFC 2,110,1 39,0£8,0 2,810,9
PLA 1,9+0,1 53,8+£1,2 49105
TPCS 0,1£0,0 11,2 £0,8 7,319

Curiosamente, la barrera a vapor de agua también aument6 en el caso de los films
producidos a partir de los nuevos nanocristales respecto a los convencionales (NANO
F3) o bacterianos (BCNW) como podemos ver en la Tabla 3. Ademas, los films
obtenidos a partir de los nuevos nanocristales también fueron menos permeables que
el resto de polimeros (TPCS, MFC) a excepcion del PLA, que presenta unos valores

ligeramente inferiores.

Tabla 3. Permeabilidad a vapor de agua de los films obtenidos a partir de los
nanocristales y otros biopolimeros ampliamente usados en la industria del envasado
alimentario.
Permeabilidad a vapor de
agua-10' (kg-m/s-m?.Pa)
NANO F2A 1,8 0,1
NANO F3 2,7+£04
BCNW 36£1,1
MFC 3,8
PLA 1,31 0,1
TPCS 15,51 0,1

Por altimo, como se puede apreciar en la Figura 2, la transparencia no disminuye en
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los films obtenidos a partir de los nuevos nanocristales, manteniéndose en el nivel
optimo de los films de nanocristales convencionales (NANO F3) y siendo, por tanto, un
material ideal para el envasado de alimentos.

Ejemplo 4. Rendimiento de extraccion

Respecto al rendimiento de extraccion, los diferentes datos reportados previamente en
literatura, muestran valores de entre 12 y 14% de rendimiento final respecto a la
materia prima (biomasa lignocelulésica). Estas pequefias variaciones pueden deberse
al tipo de materia prima de partida o a pequefios cambios en las condiciones de
obtencién, como tiempo de hidrélisis o concentracién total de acido sulfdrico (como se

muestra a continuacion)

Rendimiento convencional = 12% con acido sulfurico (30% v/v) y 14% (sulfarico 64%
v/v) (Fortunati et al., Industrial Crops and Products 2015, 67, 439-477).

El rendimiento del nuevo método varia entre un 21 y un 26%, indicando una mejora en
el rendimiento de extraccion con respecto al método tradicional de entre un 50 y un
100%, lo cual de nuevo pone en valor el nuevo proceso de esta invencion, ya que
reduce los pasos necesarios para su obtencion, mejora sustancialmente el rendimiento
de extraccidén y proporciona nanocristales que dan lugar a materiales con mejores

propiedades que las reportadas para nanocristales obtenidos por el método tradicional.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de obtencién de nanocristales mediante tratamiento &cido a partir
de biomasa lignocelulésica con un contenido de lignina de entre el 5 y el 40%, que
comprende las etapas de:

(a) tratamiento de la biomasa lignocelulosa con NaClO. a una concentracion de
entre el 0,5% y el 3%, a un pH de entre 2,5 y 3,5, a una temperatura entre 65 y
75°C, para obtener holocelulosa; y

(b) tratamiento acido de la holocelulosa obtenida en la etapa (a) con un acido
fuerte a una concentracién de entre el 20 y 70% y a una temperatura de entre
40y 60 °C.

Procedimiento segun la reivindicaciéon 1, donde en la etapa (a) se utiliza un acido
seleccionado de entre acido acético, acido fosfoérico, acido nitrico, acido clorhidrico
y acido sulfurico para mantener el pH entre 2,5y 3,5.

Procedimiento segun la reivindicacion 2, donde el &cido es el acido acético.

Procedimiento segun cualquiera de la reivindicaciones 1 a 3, donde el &cido fuerte
de la etapa (b) se selecciona entre &cido sulfurico, acido nitrico y acido clorhidrico.

Procedimiento segun la reivindicacion 4, donde el acido fuerte de la etapa (b) es el

acido sulfarico.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que ademas
comprende una etapa (al), intermedia a la etapa (a) y la etapa (b), en la que se
lleva a cabo una centrifugacién a una temperatura de entre 10 y 30°C.

Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que ademas
comprende una etapa (a2), posterior a la etapa (al1), en la que se lleva a cabo un
lavado de la biomasa lignocelulésica centrifugada obtenida en (a1) utilizando agua
destilada hasta alcanzar pH neutro.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que ademas
comprende una etapa (c), posterior a la etapa (b), en la que se lleva a cabo la
centrifugacion a una temperatura de entre 15y 30 °C.



10

15

20

25

30

35

WO 2020/002737 PCT/ES2019/070448

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

17

Procedimiento segun la reivindicaciéon 8, que ademas comprende una etapa (d),
posterior a la etapa (c), de re-dispersion de los nanocristales obtenidos de la etapa

(c).

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 8 o0 9, donde se lleva a
cabo una segunda etapa (c) (etapa (c)) y una segunda etapa (d) (etapa (d’)),
consecutivas y posteriores a la etapa (d).

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que ademas
comprende una etapa (e), posterior a la etapa (d) o posterior a la etapa (d’), de
neutralizacion de los nanocristales mediante tratamiento con NaOH y posterior

centrifugacion.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde el ratio
biomasa/disolucion acida de NaClO: de la etapa a) es de entre 0,8 a 1,2 g por
cada 100ml de disolucién.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que ademas
comprende un tratamiento previo a la etapa (a) de limpieza de la biomasa

lignocelulésica.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que ademas
comprende un tratamiento de secado posterior a la etapa de limpieza previa a la
etapa (a) de la biomasa lignocelulésica a una temperatura de entre 50 y 70 °C
hasta la eliminacion completa del agua.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde la biomasa
lignocelulésica procede de las hojas de Posidonia oceanica.

Procedimiento segun la reivindicacién 15, donde las hojas de Posidonia oceanica

estan molidas.

Nanocristales obtenidos por el procedimiento descrito en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 16.

Uso de los nanocristales de la reivindicacién 17 para fabricar films, nanorefuerzos,

geles, cdpsulas para medicamentos y biosensores.
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19. Un film que comprende los nanocristales de la reivindicacién 17.

20. Un nanorefuerzo que comprende los nanocristales de la reivindicacion 17.

21. Un gel que comprende los nanocristales de la reivindicacion 17.
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