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1.- ABSTRACT

This study investigates the recovery and purification of lactic acid from corn stover subcritical
water hydrolysates using a hybrid separation process based on niosome-assisted
ultrafiltration. Agricultural residues such as corn stover represent abundant lignocellulosic
biomass that can be valorised to produce high-value chemicals within a more sustainable
biorefinery framework. However, hydrolysates generated during thermochemical treatment
contain complex mixtures of organic acids and degradation products, making selective
separation of lactic acid challenging. In this work, different sorbitan-based niosomes were
formulated using Span 60, Span 80 and Tween 80, and their physicochemical properties were
characterized through particle size distribution and zeta potential measurements.
Ultrasonication time strongly influenced vesicle formation, and stable systems were obtained
after approximately 45 minutes of treatment. Encapsulation experiments performed with
synthetic solutions showed that the non-dissociated form of lactic acid exhibited higher
encapsulation efficiencies than the lactate form, particularly for Span 60-based niosomes. The
influence of competing organic acids such as formic and acetic acids was also evaluated,
revealing a decrease in selectivity under multicomponent conditions.

Niosome-assisted ultrafiltration experiments were subsequently conducted using Span 60
niosomes and a tubular ceramic membrane with both synthetic and real corn stover
hydrolysate. Process performance was assessed through permeate flux and retention factors
for the different organic acids. Results showed that operational parameters such as pH and
contact time significantly affected separation efficiency. Acidic conditions favoured higher
retention due to increased encapsulation of the protonated acid species, while longer contact
times up to 1.5 h did not modify retention values, indicating that this contact time was sufficient
to reach equilibrium between the continuous phase and the niosomal vesicles.

Overall, the results demonstrate that niosome-assisted ultrafiltration constitutes a promising
solvent-free for the recovery of lactic acid from lignocellulosic hydrolysates, contributing to the
development of sustainable biomass valorisation processes within future biorefineries and
circular bioeconomy systems.

Keywords: lactic acid purification; sorbitan-based niosomes; encapsulation efficiency;
crossflow ultrafiltration; corn stover; subcritical water hydrolysis.

2.-INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el uso intensivo de recursos fésiles ha generado importantes desafios
en los ambitos energético, ambiental y econdmico. Aunque estos recursos han promovido un
notable desarrollo tecnoldgico e industrial, su caracter no renovable y el impacto asociado a
su extraccién y transformacion han impulsado la busqueda de alternativas mas sostenibles
[1]. En este contexto, las materias primas lignoceluldsicas han adquirido un creciente interés,
ya que constituyen recursos ampliamente disponibles, principalmente en forma de residuos
agricolas, y representan una fuente abundante de biomasa renovable susceptible de
valorizacién para la obtencion de compuestos de alto valor afiadido, contribuyendo ademas a
la reduccion del impacto ambiental asociado a su gestion [2,3].

Un ejemplo concreto de esta estrategia es la valorizacion de los rastrojos de maiz, que
constituyen los subproductos generados tras la cosecha y estan formados principalmente por
tallos y hojas. La produccién mundial de maiz supera los 1100 millones de toneladas anuales
[4,5], mientras que en Espafia se alcanzan cifras superiores a los 3 millones de toneladas
[6,7]. Esta elevada produccién implica la generacion de grandes cantidades de residuos
agricolas, ya que por cada tonelada de grano obtenida se producen entre 1,0 y 1,3 toneladas
de rastrojo de maiz [8]. Como resultado, se generan varios millones de toneladas de rastrojo
de maiz susceptibles de ser aprovechadas como biomasa de segunda generacion. El interés
en este recurso se debe principalmente a su composicion, caracterizada por un alto contenido
en polisacaridos estructurales, que representan aproximadamente entre el 50 y el 70 % de su
peso seco, destacando la celulosa (35-45 %) como el polisacarido mayoritario [9].
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El compuesto objeto de estudio en este trabajo es el acido lactico (CsHeO3). Este acido es uno
de los acidos organicos mas relevantes a nivel industrial debido a su amplia gama de
aplicaciones. Se trata de un a-hidroxiacido descubierto en 1780 por Carl Wilhelm Scheele [10]
y posteriormente vinculado a los procesos fermentativos gracias a los estudios de Louis
Pasteur sobre bacterias acido-lacticas. Desde su produccioén industrial a finales del siglo XIX,
su importancia ha crecido de forma constante en sectores como el alimentario, quimico,
farmacéutico y cosmético. En la industria alimentaria destaca por su papel como acidulante,
regulador de pH y conservante, contribuyendo a la estabilidad microbioldgica, al desarrollo del
sabor y a la prolongacion de la vida util [11]. En el ambito farmacéutico y biomédico se emplea
como regulador del pH, electrolito en soluciones intravenosas y de dialisis, intermediario quiral
y componente de biomateriales reabsorbibles, como suturas y dispositivos médicos [12]. En
la industria quimica, actua como acidulante, agente desincrustante, y precursor de otros
compuestos de alto valor afiadido, especialmente del acido polilactico (PLA), un bioplastico
biodegradable cuyo crecimiento ha impulsado notablemente la demanda mundial de acido
lactico en las ultimas décadas [11-13].

El acido lactico puede obtenerse por sintesis quimica o mediante fermentacion, siendo esta
Ultima la via industrial preferida en el marco de la quimica sostenible debido a su menor
impacto ambiental. No obstante, este proceso fermentativo industrial se basa en el uso de
azucares refinados (glucosa, sacarosa o lactosa) o biomasas de primera generacion
(melazas, jarabes de maiz, lactosuero, entre otros) que pueden destinarse a la alimentacion
humana o animal. Esta circunstancia genera competencia con la cadena alimentaria y
contribuye al incremento de los costes de produccion [14].

En este contexto, el mercado global ha experimentado un aumento sostenido desde principios
del siglo XXI, con Estados Unidos y China como principales consumidores y productores, y
con un interés creciente en optimizar la produccion de acido lactico a partir de materias primas
renovables, tales como los residuos agrarios de rastrojo de maiz (biomasa de segunda
generacion), con la finalidad de mejorar la sostenibilidad y competitividad del proceso
industrial [15]. Por otra parte, la biomasa lignocelulésica, compuesta por celulosa,
hemicelulosa y lignina, presenta una estructura compleja y altamente resistente a la
degradacion, que dificulta el acceso a los polisacaridos fermentables. Esta caracteristica hace
necesario aplicar etapas de pretratamientos fisicos, quimicos, y/o enzimaticos, con el fin de
liberar los azucares fermentables. No obstante, estos pretratamientos pueden generar
subproductos derivados de la degradacion de los carbohidratos y de la lignina que actuan
como inhibidores en etapas posteriores del proceso. En consecuencia, suele presentar
mayores dificultades operativas y, en muchos casos, incluso tras la aplicacion de estos
procesos, los rendimientos de productividad obtenidos contindan siendo inferiores a los
alcanzados con biomasa de primera generacion [16].

En los ultimos afos, los procesos hidrotermales, y en particular la hidrélisis en agua subcritica,
se han consolidado como tecnologias eficientes para el tratamiento de biomasa
lignoceluldsica [17,18]. El agua subcritica se define como agua en estado liquido a
temperaturas comprendidas entre 100 °C y 374 °C, sometida a presion suficiente para evitar
su vaporizacion. Bajo estas condiciones, el agua presenta una disminucidon de su constante
dieléctrica y un incremento de su producto iénico, lo que mejora su capacidad como medio
reactivo y favorece reacciones de hidrdlisis sin necesidad de afiadir grandes cantidades de
catalizadores externos [18].

De este modo, el tratamiento con agua subcritica permite, en una unica etapa, la alteracion
de la estructura lignina-carbohidrato, la solubilizacién y fragmentacion de los polisacaridos
(celulosa y hemicelulosa), asi como la conversion de los azlcares generados en acido lactico
[9]. Como resultado, el hidrolizado obtenido a partir de los residuos de rastrojo de maiz es una
disolucion acuosa compleja, que contiene acido lactico junto con diversas impurezas. Entre
ellas destacan otros acidos organicos de bajo peso molecular (principalmente los acidos
acético y férmico), compuestos solubles derivados de la degradacién parcial de la lignina y
productos de degradacion secundaria de los azUcares tales como furfural y 5-
hidroximetilfurfural [9].
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La etapa de purificacion del acido lactico puede constituir una de las fases mas criticas del
proceso, ya que el valor de mercado del producto final aumenta significativamente con su
grado de pureza. No obstante, la separacion selectiva del acido lactico a partir de estos
hidrolizados representa un desafio significativo debido a la complejidad de la matriz y a la
presencia de multiples compuestos con propiedades fisicoquimicas similares [19]. Los
meétodos convencionales de separacion, como la extraccion con disolventes, la destilacion
reactiva o los procesos de intercambio i6nico con resinas poliméricas, pueden implicar
elevados costes energéticos, consumo de reactivos quimicos y generacion de multiples
corrientes residuales secundarias [19-21]. Por ello, resulta de gran interés el desarrollo de
estrategias de separacion alternativas, mas sostenibles, sin uso de disolventes organicos y
adsorbentes sdlidos.

En este contexto, el proceso de ultrafiltracion asistida con niosomas constituye una estrategia
de separacioén hibrida que combina la encapsulacion de solutos en vesiculas coloidales con
la separacién mediante membranas [22]. En este proceso, determinadas moléculas presentes
en la disolucién pueden quedar atrapadas dentro de los niosomas, formando agregados de
tamafio mucho mayor que el de las especies libres. De este modo, aunque el soluto tenga un
peso molecular bajo, puede ser retenido por la membrana de ultrafiltracion al encontrarse
asociado a estas vesiculas, mientras que las especies de bajo peso molecular que no estan
encapsuladas atraviesan facilmente los poros de la membrana (Figura 1). Este enfoque
permite transformar una separacion basada Unicamente en el tamafo molecular en un
proceso selectivo asistido por particulas coloidales, lo que resulta especialmente interesante
para la recuperacion de compuestos a partir de disoluciones acuosas multicomponente
complejas.

Retenido

| iwe . Compuesto encapsulado
£ en el niosoma

) w Compuestos libres

P @ Lot ks O 7_‘: Gu
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Figura 1. Esquema de separacion del proceso hibrido de ultrafiltracion asistida con niosomas.

Los niosomas (Figura 2) han surgido como sistemas vesiculares prometedores en
aplicaciones de encapsulacién de compuestos bioactivos y de separacion selectiva de solutos
en disoluciones diluidas [23]. Se trata de vesiculas bilaminares formadas por tensioactivos no
idnicos que presentan una organizacion anfifilica en la que las cadenas hidrofébicas del
tensioactivo se orientan hacia el interior formando una bicapa, mientras que las cabezas
polares permanecen en contacto con el medio acuoso. Esta disposicion da lugar a una
vesicula cerrada con un nucleo acuoso interno capaz de encapsular compuestos hidrofilicos,
y una bicapa vesicular en el que pueden incorporarse moléculas moderadamente hidrofébicas
[23-25]. Debido a esta organizacion, los niosomas presentan propiedades similares a las de
los liposomas; ademas suelen presentar mayor estabilidad quimica y menor coste de
produccion [23,24].
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Figura 2. Estructura de un niosoma [26].

El fundamento fisicoquimico de este proceso de encapsulacion se basa en la interaccion
diferencial de las especies presentes en la disolucion con la bicapa vesicular y el
compartimento acuoso interno. En el caso del acido lactico (pKa = 3,86), el equilibrio acido-
base determina la presencia de la forma no disociada (HL) o de la forma ionizada (lactato, L7),
dependiendo del pH del medio. De forma tedrica, la especie ionizada (lactato), debido a su
caracter cargado y mayor caracter hidrofilico, presenta una baja permeabilidad a través de la
bicapa; no obstante, puede asociarse a las vesiculas mediante interacciones con los grupos
polares de los tensioactivos. Por otra parte, la forma no disociada, al ser eléctricamente neutra
y menos polar, presenta mayor afinidad por entornos hidrofébicos y puede difundir
parcialmente a través de la bicapa por difusion pasiva. En determinadas condiciones, si existe
un gradiente de pH entre la fase acuosa exterior y la del interior del niosoma, puede producirse
un fenémeno conocido como ion trapping, en el cual la especie neutra del acido difunde al
interior de la vesicula y posteriormente se ioniza en el nucleo, quedando retenida en este
compartimento interno del niosoma [23,24].

Como consecuencia de estos fendmenos de particion y difusidon, puede establecerse un
equilibrio de distribucién del soluto entre la fase acuosa externa, la bicapa vesicular y el nicleo
acuoso interno. Este comportamiento permite que una fraccién del acido lactico quede
asociada a las vesiculas, ya sea en el nucleo acuoso o mediante interacciones con las
regiones polares de la bicapa vesicular. Esto conlleva que la eficiencia de encapsulacion
dependa de diversos parametros fisicoquimicos, entre los que destacan el pH del medio, el
tamario vesicular y la estabilidad coloidal del sistema [24-28]. En particular, vesiculas de
tamafo nanométrico presentan una mayor superficie especifica disponible para la interaccion
con los solutos y favorecen una cinética de intercambio mas rapida. Asimismo, el potencial
zeta (Q) constituye un parametro clave para evaluar la estabilidad coloidal de la dispersion,
considerandose generalmente que valores absolutos superiores a |30] mV indican una
adecuada repulsion electrostatica entre particulas y una menor tendencia a la agregacion [27,
28].

En cuanto a la ultrafiltracion, las membranas se presentan como una alternativa
especialmente atractiva desde el punto de vista operativo [22]. Estas membranas
generalmente fabricadas a partir de materiales inorganicos como 6xidos metalicos (por
ejemplo, alumina, titania o zirconia), presentan una elevada resistencia quimica, lo que les
permite operar en condiciones extremas de pH. Ademas, su menor tendencia a la adsorcion
de compuestos organicos en los poros reduce el ensuciamiento irreversible, lo que favorece
su aplicacion en el tratamiento de corrientes complejas como los hidrolizados lignocelulésicos.
Esto permite minimizar las paradas para limpieza, mantener elevados valores de filtrabilidad
y prolongar la vida util de las membranas [29].

Por tanto, el proceso de obtencion y purificacion estudiado en este trabajo se llevé a cabo
mediante un sistema integrado que combina el tratamiento con agua subcritica con la
separacion mediante membranas. La integracion de las etapas de hidrdlisis y separacion
constituye una alternativa viable para la produccion de acido lactico, al permitir la valorizacién
de rastrojos de maiz como materia prima renovable. Asimismo, el empleo de agua subcritica,
membranas y niosomas refuerza el caracter sostenible del proceso, al reducir la necesidad de
disolventes organicos y reactivos quimicos. En conjunto, esta estrategia constituye una
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alternativa tecnoldgica innovadora y alineada con los principios de la quimica sostenible,
orientada a la obtencion y purificacion eficiente de acido lactico a partir de biomasa residual.

3.- OBJECTIVES

The main objective of this work was to develop and investigate a niosome-assisted
ultrafiltration process, using multichannel tubular ceramic membranes, for the separation of
lactic acid from corn stover subcritical water hydrolysates. To accomplish this objective, the
following specific objectives were addressed:

1. To develop experimental protocols for analytical measurements, niosome preparation
by ultrasonication, ultrafiltration system operation, and membrane cleaning.

2. To experimentally identify the main organic acids and other relevant compounds
present in the corn stover subcritical water hydrolysate.

3. To select the most suitable surfactants and formulation conditions for lactic acid
separation based on a literature review of niosome technology.

4. To evaluate the influence of ultrasound time and formulation composition on the
hydrodynamic size and stability of niosomes prepared with different sorbitan
surfactants (Span 60, Span 80 and Tween 80).

5. To assess the encapsulation capacity and selectivity of different niosome formulations
for the separation of organic acids (lactic, formic, and acetic acids).

6. To analyse permeation rates and retention factors during the niosome-assisted
ultrafiltration using both synthetic and corn stover hydrolysates, investigating the
influence of the pH and niosome concentration on fractionation performance.

4.- PARTE EXPERIMENTAL

4.1.- PRODUCTOS QUIMICOS Y MATERIALES

Las disoluciones acuosas sintéticas se prepararon a partir de lactato calcico pentahidratado
(99 %, Scharlau), acido lactico (72 %, Sigma-Aldrich), acido acético (99,8 %, VWR Chemicals)
y acido formico (98 %, Panreac).

El hidrolizado de residuos de maiz (denominado HRM en este trabajo), suministrado por el
grupo BIOIND del area de Ingenieria Quimica de la Universidad de Burgos, present6é un pH
de 6,6+0,1 y un contenido total de materia organica de 18,2 g/L, con 11,2+0,1 g/L de acido
lactico, 1,1+0,3 g/L de acido férmico, 2,3+0,5 g/L de acido acético. EI HRM se obtuvo siguiendo
el protocolo propuesto por Candela y col. [9] que se describe brevemente a continuacion. Los
residuos agricolas de tallos y hojas de maiz proporcionados por agricultores de Saldafia
(Palencia) se secaron a temperatura ambiente y se molieron (Retsch SM100) hasta un tamafio
de particula inferior a 2 mm para su uso como biomasa lignoceluldsica. Esta biomasa se traté
con agua subcritica a 260 °C y 80 bar durante 210 minutos. La relacion biomasa/agua en el
reactor fue del 5 % p/v, y se empled hidroxido de calcio 0,3 M como catalizador
(aproximadamente 2 % p/v). Tras este tratamiento, la suspension se filtré a temperatura
ambiente y la fase liquida constituyd el HRM que se almacend a -20 °C hasta su utilizaciéon
en los ensayos de ultrafiltracion asistida con niosomas.

El pH del HRM y de las disoluciones acuosas se ajustdé empleando acido clorhidrico (37 %,
EMSURE, Supelco) e hidréxido de calcio (95 %, Panreac).

Los patrones para el analisis por HPLC incluyeron acido glicolico (98 %) y acido propiénico
(99 %) de Tokyo Chemical Industry (TCI); glucosa (99 %), xilosa (99 %), furfural (99 %),
gliceraldehido (98 %) y glicoaldehido (98 %) de Sigma-Aldrich; 5-hidroximetilfurfural (97 %)
de Alfa Aesar; y 1,3-dihidroxiacetona (95 %) e hidroxiacetona (95 %) de Fluorochem y
ThermoScientific, respectivamente. La fase movil se prepard utilizando acido trifluoroacético
(98 %, Sigma-Aldrich).

Los tensioactivos no idnicos utilizados para la preparacion de los niosomas fueron
monoestearato de sorbitano (Span 60, C,,H.¢0s, E-491, 430,63 g-mol™, 99 %), monooleato
de sorbitano (Span 80, C,,H,,O¢, E-494, 428,6 g-mol™, 99 %) y monooleato de sorbitan
polioxietilienado (Tween 80, Cg4H124026, E-433, 1310 g-mol™, 98 %), todos ellos
suministrados por Sigma-Aldrich.
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Para la limpieza quimica de la membrana se utilizaron &cido fosforico (85 %, Sigma-Aldrich)
e hidréxido de sodio (98 %, Labkem). En todos los experimentos y para preparar todas las
disoluciones acuosas se empled agua ultrapura obtenida mediante un sistema Milli-Q
(Millipore).

Otros materiales empleados en este estudio fueron: balanza analitica (Precisa 125 A), pH-
metro (Crison GLP 22), centrifuga (Eppendorf, centrifuge 5804), agitador orbital (New
Brunswick Scientific, Model G25), tanque de vidrio de 200 y 500 mL (Pobel), matraces
aforados, vasos de precipitado, matraces Erlenmeyer con tapon roscado, agujas desechables
(100 Sterican, B Braun de 0,80 x 40 mm), jeringuillas (Injekt Luer Solo, B Braun 2 mL+0,1),
filtros de jeringa de polipropileno (Scharlau, 13 mm 0,22 um), filtros de ultracentrifugacion
Amicon MWCO 3 kDa de 4 y 15 mL de capacidad con una membrana de celulosa regenerada
(Millipore).

4.2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.2.1. Preparacioén de los niosomas

Para la preparacion de los niosomas se emplearon Span 80 (S80) y Span 60 (60) como
agentes estructurales basicos, y Tween 80 (T80) como agente modificador de la bicapa
vesicular. Los niosomas se formularon en agua Milli-Q pesando las cantidades
correspondientes de tensioactivo en una balanza analitica (+0,001 g), y afadiendo
posteriormente agua Milli-Q hasta alcanzar un volumen final de 100 mL (1 mL). Se
prepararon cuatro mezclas diferenciadas, denominadas fases pre-niosomas (Figura 3A). La
primera fase pre-niosoma estuvo compuesta por 20 mM de S60; la segunda, por 20 mM de
S80; la tercera, de 20 mM de S60 y 4 mM de T80; y la cuarta, por 20 mM de S80 y 4 mM de
T80. Las fases pre-niosomas se prepararon 24 horas antes de su utilizacion para asegurar
una adecuada hidratacién y relajacion de las cadenas carbonatadas de las estructuras
moleculares.

Seguidamente, los niosomas se prepararon por ultrasonicacién directa de los 100 mL de la
fase pre-niosoma en un homogeneizador de ultrasonidos (Figura 3B, Vibra-Cell VCX 500,
Sonics & Materials Inc), equipado con una sonda de 13 mm de diametro y acoplado a un bafio
termostatico (+ 0,3 ULTRASONS-H, J.P. SELECTA), a una temperatura de 30,0+0,1 °C y con
una amplitud del 30 %, aplicando pulsos alternos de 30 segundos de funcionamiento y 30
segundos de parada (30 s ON /30 s OFF) para evitar el sobrecalentamiento de la muestra. El
tiempo de ultrasonidos aplicado estuvo comprendido entre 10 y 90 minutos (5—45 minutos de
tiempo efectivo). Se tomaron muestras de los niosomas recién preparados y tras 24 y 48 horas
de almacenamiento a 4 °C, que fueron posteriormente analizadas para establecer las
similitudes y diferencias entre los distintos tipos de niosomas formulados.

.....

Figura 3. Fotografias (A) de la fae pre-niosomas antes de la ultrasonicacion y (B) del equipo de ultrasonidos
durante la preparacion de los niosomas de Span 60.

4.2.2. Experimentos de extraccion con los niosomas formulados

El estudio de extraccion de acido lactico se llevé a cabo empleando los distintos tipos de
niosomas formulados y diferentes disoluciones acuosas de acido lactico, lactato calcico y
mezclas ternarias de los acidos lactico, formico y acético, como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Composicion y pH de las disoluciones de acido lactico utilizadas como alimentacion para los estudios de
extraccion con los distintos tipos de niosomas formulados.

Disoluciones Clol) — T
alimentacién PH | Acido lactico (AL) | Acido férmico (AF) Ac'd?A%et'w

F1 2,602 2,1£0.1 - -
F2 27403 0,810,05 - -
F3 2,30,2 1,95£0,06 2,05£0,03 2,09£0,05
F4 2,402 0,780,04 0,810,04 0,870,07
F5 6,610.3 2.1%0,09 - -
F6 6,50, 1 0,040, 1 - -

En los experimentos de extraccidon, se transfirieron 100 mL de cada disolucién acuosa
alimentacion (fase continua) a matraces con tapén roscado a los que se anadieron 10 mL de
niosomas (fase dispersa). Los matraces se colocaron en un agitador orbital (New Brunswick
Scientific) y se mantuvieron en agitacion (250 rpm) a 25 °C durante 90 minutos con el fin de
favorecer el proceso de extraccion. Finalizada la etapa de agitaciéon, se tomd una muestra de
4 mL de la suspension, y se ultracentrifugd (8000 rpm durante 10 minutos) utilizando filtros
Amicon que tienen acoplada una membrana de celulosa regenerada de corte molecular de 3
kDa, lo que permitié separar los componentes libres de los niosomas. Los permeados
obtenidos (acido organico libre en la fase continua después de la extraccion), asi como las
disoluciones alimentacion (acido organico inicial en la fase continua), se analizaron
posteriormente para evaluar el rendimiento del proceso de extraccion.

La cantidad de acido organico extraido en los niosomas se calculd6 mediante el siguiente
balance de materia:

Chio Va = (CO - Clibre) Ve (1)

donde V. es el volumen de fase continua, V4 es el volumen de fase dispersa (niosomas), y Co
y Cibre SON la concentracion de los acidos organicos en la fase continua antes (disolucion
acuosa alimentacion) y después de la extraccidon (permeado de la ultrafiliracion centrifuga),
respectivamente.

La eficacia de extraccion (EE, %) se determiné en este trabajo como la relacion entre la
cantidad de acido organico en los niosomas con respecto a la cantidad de acido organico
inicial en la disolucion acuosa alimentacion.

4.2.3. Experimentos de ultrafiltracion asistida con niosomas de Span 60

Los experimentos de ultrafiltracion asistida con niosomas de S60 se llevaron a cabo utilizando
una disolucién acuosa sintética cuya concentracion de acidos organicos y pH basico
reproducia la del hidrolizado HRM obtenido con agua subcritica a partir de los residuos de
maiz y denominada en el resto del trabajo como hidrolizado sintético (HS).

Como se ha comentado anteriormente, la membrana empleada fue una membrana ceramica
tubular de ultrafiltracion Filtanium (TAMI Industries, Figura 4A), con un corte molecular nominal
(MWCO) de 10 kDa, fabricada en didxido de titanio (TiO,) soportado sobre Titania y con una
longitud de 25 cm, que se selecciond experimentalmente debido a que garantizo la retencion
completa de los niosomas de S60. Esta membrana presenta una configuracién multicanal
compuesta por siete canales paralelos, con un area efectiva de filtracion de 0,0132 m?, un
diametro externo total de 0,006 m y un diametro hidraulico de canal de 0,002 m.

El equipo de ultrafiltracion (Figura 4B) consta de un tanque (1) de alimentacion encamisado
(Pobel), de una bomba peristaltica (2) Masterflex (HV-7220-57 con un cabezal Masterflex L/S
EasyLoad Il HV-77201-62) que se utilizo para impulsar la alimentacion desde el tanque hasta
el médulo de membrana (5). El tanque de alimentacién esta conectado con un bafio
termostatico de agua para poder trabajar en condiciones de temperatura (4) constante durante
la ultrafiltracion. Se han colocado dos mandémetros (3) para medir la presion transmembrana
(PTM) a la entrada y a la salida del médulo de membrana, y una valvula (6) aguas abajo del
modulo de membrana para controlar el caudal de circulacion y la PTM. Las corrientes,
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permeado (7) y retenido (8), que abandonan el médulo de membrana pueden ser recirculadas
al tanque de alimentacion (1) o recogidas de forma continua en otros tanques adicionales
instalados en el sistema. Las tuberias instaladas en todo el dispositivo experimental fueron
tubo de silicona (Materflex L/S 15).

(A) Membrana Tami (A) Equipo de ultrafiltracion

8.
Retenido

Figura 4. (A) Membrana Tami y (B) Equipo de ultrafiltracion.

Los experimentos de ultrafiltracion asistida con niosomas se han realizado siguiendo las tres
subetapas consecutivas mostradas en la Figura 5. En la etapa 1 (extraccion), en el tanque de
alimentacion se introdujo la suspensién formada por 200 mL del HS a pH= 1,5, 2,5 0 3,5 (fase
continua) y 20 mL de niosomas de S60 (10 % v/v, fase dispersa), manteniéndose bajo
agitacion durante 90 minutos o 24 horas. Seguidamente, la suspensién se recirculd por el
sistema durante 5 minutos y se ajustaron la presion transmembrana (PTM) y el caudal de
alimentacion mediante el regulador de velocidad de la bomba y la valvula. En la etapa 2, se
realizd una ultrafiltracion en modo recirculacién total durante 15 minutos, recirculandose tanto
el retenido como el permeado al tanque de alimentacion. Esta etapa intermedia permitié
estabilizar las condiciones hidrodinamicas del sistema, asi como homogeneizar la suspension
antes de iniciar la etapa de concentracion.

Finalmente, en la etapa 3, se llevd a cabo la ultrafiltracion en modo concentracion,
recirculandose el retenido al tanque de alimentacion y retirandose el permeado de forma
continua. Se dio por finalizado el proceso de concentracion cuando se alcanzé un factor de
reduccion de volumen (FRV) de 2,2. Este factor se calculé como la relacion entre el volumen
inicial de suspension introducido en el tanque (V; = 220 mL) y el volumen final del retenido
(V,): FRV = V,/V,.

“

o I
|

~1
5 [« ]
Etapa 1. . . Etapa 3.

Extraccion. Etapa 2. Ultrafiltracién en Ultrafiltracion en

modo recirculacion total. modo concentracion.

Figura 5. Esquema de las subetapas del proceso de ultrafiltracion asistida con niosomas.

Con el objetivo de evaluar el efecto del pH y la duracion del contacto entre las fases, se
disefaron dos tandas experimentales independientes. En el primer ensayo, se realizaron 3
experimentos para analizar el efecto del pH. Para ello, se utilizé como disolucion alimentacion
200 mL de HS acidificada hasta valores de pH de 1,5, 2,5, y 3,5, a los que se adicionaron una
concentracion de niosomas del 10% (v/v), y se mantuvieron ambas fases en contacto durante
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90 minutos a 25 °C en la etapa 1 (Figura 5). En el segundo ensayo, se estudio la influencia
de la duracién del contacto entre las fases: niosomas y disolucién HS. Se compararon dos
tiempos de contacto en la etapa 1, 90 minutos y 24 horas. En este caso, la concentracion de
niosomas se mantuvo en el 10% (v/v), y el pH del HS se fijo en 1,5. Estos dos ensayos
permitieron determinar la influencia de estas dos variables operativas sobre el rendimiento de
separacion de los niosomas y la membrana. Todos estos experimentos se realizaron a una
PTM= 1,0+0,1 bar, con un caudal de alimentacién de 8,8 £ 0,5 L/h y a 25,0+0,1 °C. El flujo de
permeado se determin6 a lo largo de la etapa 3 (ultrafiltracion en modo concentracion)
mediante medidas volumétricas (0,1 mL) y gravimétricas (+0,001 g). La densidad de flujo de
permeado (J) se calculo utilizando la ecuacion 2.

&
J=7 (2)
donde V, es el volumen de permeado, A el area efectiva de membrana (132 cm?) y t el tiempo
de operacion. El valor de J obtenido fue de 46+3 L/m? h tanto para el agua pura como para
las distintas suspensiones de HS con los niosomas S60 evaluadas en este estudio.
Inmediatamente después de terminar la etapa 3 (ultrafiltracion en modo concentracion), se
tomd una muestra de la fase de retenido. En esta muestra, los componentes libres se
separaron de los niosomas por ultrafiltracion centrifuga (15 minutos, 8000 rpm) utilizando
filtros Amicon MWCO 3 kDa de 15 mL. Para poder analizar el rendimiento de la operacion, se
midié experimentalmente el volumen de cada una de las corrientes y la concentracion de los
distintos compuestos en el HS alimentacion (C,), en el permeado de la ultrafiltracion centrifuga
de una muestra de retenido (Ciire, r, acido organico libre en la fase retenido), y en el permeado
total (C,). La concentracion total de cada compuesto en el retenido (C;) al final de la
ultrafiltracion se calcul6 utilizando el siguiente balance de materia:

Ce Vi =Co Ve — Cp Vp = Clibre,r(vc - Vp) + Cnio,rVd (3)

el factor de retencion total (FRy, %) con la ecuacion 4:

acido orgdnico en el retenido (g) C, Vp
FR¢ = — — 100 =
acido organico inicial (g) Co Ve

100 (4)

y el factor de retencién en los niosomas (FRnis, %) con la ecuacion 5:

FR.. = acido orgdanico extraido en los niosomas (g) 100 = 1 Ciibre,r (Ve — Vp)
o acido organico en el retenido (g) B C, -V,

100 (5)

donde V. es el volumen de fase continua (200 mL de disolucién HS), V4 es el volumen de fase
dispersa (20 mL de fase niosomas), V, es el volumen total de permeado al terminar la
ultrafiltracion que estuvo exento de niosomas, y V: es el volumen total de retenido al terminar
la ultrafiltracion.

4.2.4. Experimentos con el hidrolizado de agua subcritica

Como Ultima etapa experimental, se evalud la adicion de niosomas formulados con S60 al
hidrolizado de rastrojo de maiz (HRM). El HRM suministrado se elaboré siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 4.1. En la Figura 6 se recoge la secuencia de etapas investigadas para
la separacion de los distintos compuestos mayoritarios presentes en este hidrolizado. En la
etapa 1, se procedio a su acidificacion mediante la adicion de acido clorhidrico hasta alcanzar
un pH de 1,5+0,1, partiendo de un pH inicial de 6,6£0,1. Posteriormente, en la etapa 2, la
muestra se mantuvo en refrigeracion a 4 °C durante 0 a 4 horas con el fin de analizar su efecto
en la precipitaciéon de la materia coloidal generada por la degradacion de la lignina. A
continuacion, en la etapa 3, se sometioé a un proceso de centrifugacion (8000 rpm durante 55
minutos) y finalmente se realizé una filtracidn, para recuperar la fraccion liquida exenta de
sélidos.
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Seguidamente, en la etapa 4 se inicid el proceso hibrido de ultrafiltracion asistida con
niosomas variando la fraccion en volumen de fase dispersa, siguiendo el mismo protocolo
experimental detallado en el apartado anterior (Figuras 5 y 6). Recuerdo brevemente, a
continuacion, el protocolo experimental de esta etapa 3 del proceso. En primer lugar, se
pusieron en contacto ambas fases empleando una concentracion de niosomas del 10 y del
30% (v/v), mezclando 200 mL del HRM con 20 o con 60 mL de niosomas, durante 90 minutos
a 25 °C con una PTM de 1,0 £ 0,1 bar y un caudal de alimentacion de 8,8+0,5 L/h.
Posteriormente, la suspensién se mantuvo en recirculacion total a través de la membrana
durante 10 minutos, con el objetivo de estabilizar el sistema. Finalmente, se llevé a cabo la
ultrafiltracion en modo concentracion (Figura 6). Para poder examinar y comparar los
rendimientos globales del proceso propuesto, se midié experimentalmente el volumen de cada
una de las corrientes y la concentracion de los distintos compuestos en el HRM alimentacion,
en el HRM acidificado, antes y después de la centrifugacion, asi como en el permeado y en el
retenido. Ademas, se midi6 J durante la ultrafiltracibon en modo concentracion, y se
determinaron los factores de retencion utilizando las ecuaciones 4 y 5.

ETAPA 1.
Acidificacion

ETAPA 2.
Refrigeracion

Figura 6. Esquema de las etapas empleadas para el estudio del fraccionamiento de los compuestos mayoritarios
del HRM elaborado a partir de residuos de maiz en agua subcritica.

4.3.- METODOS ANALITICOS

4.3.1. Determinacion de la concentracion de los acidos organicos

La medida de la concentracion de los acidos organicos y otros componentes en las
alimentaciones y permeados se realizé a través de cromatografia liquida de alta resolucién
utilizando un HPLC-LC (Agilent Infinity II).

Este equipo consta de una columna Biorad Aminex® HPX-87 H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad)
acoplada a la columna de guarda Micro-Guards Cation H+ (BioRad), con un detector de
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longitud de onda variable (VWD) y un detector de indice de refraccion (RID). La fase movil
empleada ha sido acido trifluoroacético 10 mM con un flujo de 0,6 mL/min.

La columna y los detectores se mantuvieron a 40 °C y el tiempo total de funcionamiento fue
de 60 minutos por inyeccion. Todas las muestras antes de su analisis por HPLC se
centrifugaron a 5000 rpm y 21 °C durante 20 minutos, y posteriormente se filtraron con filtros
de jeringa de 0,22 ym de tamafio de poro (Scharlab).

La concentracion de las especies protonada (AH) y anidnica (A°) de estos acidos organicos se
determind con las ecuaciones 6 y 7, utilizando el valor experimental de la concentracion total
de acido (C, g/L) determinada por HPLC, el pK, del &cido (pKa =3,86; 3,75y 4,8 para los acidos
lactico, férmico, y acético, respectivamente) y el valor experimental del pH de las disoluciones
acuosas:

C
1+10PH-pka 6)

Can=
CA' =C - CAH (7)

4.3.2. Determinacion del potencial zeta de los niosomas

El potencial zeta (PZ, mV) de los niosomas se midid con un Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd.). Se realizaron sobre la misma muestra que se empled para medir la
distribucion de tamano de particula, pero utilizando una celda capilar equipada con electrodos
que permite el paso de corriente eléctrica (DTS1070, Malvern Panalytical, Espafa). Se
realizaron 3 réplicas de 11 medidas a 25 °C para cada muestra. La medida de PZ es un
indicador de la estabilidad de las dispersiones coloidales, cuanto mayor sea su valor absoluto
(positivo o negativo), mas estables seran los niosomas formulados.

4.3.3. Distribucion de tamano de particula de los niosomas

El diametro hidrodinamico medio (DP, nm) y el indice de polidispersidad (PDI) de los niosomas
formulados se midié por la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS) con el Zetasizer Nano
ZS antes mencionado y empleando cubetas de polipropileno. Se realizaron 3 réplicas de 3
medidas a 25 °C para cada muestra de niosomas. El indice de polidispersidad proporciona
informacion sobre la anchura de la distribucidon de tamano de particula, obteniendo valores
comprendidos entre 0 y 1. Cuanto menor sea su valor, mayor uniformidad tendra la fase
niosoma formulada.

4.3.4. Determinacion del pH
El pH de todas las muestras acuosas se midié con un pH-metro Crison GLP 22 (Crison).

4.3.5. Analisis estadistico

Cada experimento se replicod tres veces (N=3), y todas las muestras fueron medidas por
triplicado. Los datos obtenidos se presentan como valor medio + desviacion estandar, con el
objetivo de verificar la validez de los resultados y la variabilidad de los ensayos efectuados
bajo las mismas condiciones operativas. Para identificar diferencias significativas se aplico la
prueba LSD de Fisher con un valor p < 0,05, empleando el programa Statgraphics Centurion
19 (Statistical Graph Co., Rockville, MD).

5.- RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se presentan y discuten los resultados obtenidos en el desarrollo del proceso
de separacion de acido lactico mediante niosomas y ultrafiltracion.

En primer lugar, en el subapartado 5.1 se analizan los resultados de la preparacion y
caracterizacion de los niosomas formulados empleando Span 60 y Span 80 como agentes
estructurales y Tween 80 como agente modificador de la bicapa vesicular.

A continuacion, en el subapartado 5.2 se comparan y discuten los resultados de extraccion de
acido lactico empleando los cuatro tipos de niosomas formulados, y en el subapartado 5.3 se
evalla su selectividad frente a otros acidos organicos que suelen estar presentes en los
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hidrolizados de agua subcritica a partir de materiales lignoceluldsicos. Finalmente, se
presentan los resultados de los ensayos de ultrafiltracion asistida con niosomas de Span 60
utilizando tanto una formulacién sintética (subapartado 5.4) como el hidrolizado obtenido a
partir de residuos de maiz (subapartado 5.5), con el objetivo de comparar y analizar las
similitudes y diferencias en el rendimiento de extraccion y en la capacidad de filtracion de la
membrana bajo distintas condiciones de pH, duracion del contacto entre las fases previo a la
ultrafiltracion y cantidad de niosomas empleada.

5.1.- RESULTADOS DE LA PREPARACION DE LOS NIOSOMAS

Los niosomas formulados con tensioactivos no iénicos son termodinamicamente inestables y
su formacion requiere de un aporte de energia. Una técnica eficaz para la formacion de
niosomas es aplicar energia por ultrasonidos, puesto que la cavitacién acustica promueve la
formacion de estructuras estables y uniformes [27]. En este trabajo, se ha evaluado el aporte
de energia variando el tiempo de ultrasonidos desde 10 hasta 90 minutos (tiempo efectivo=
5-45 minutos).

Los resultados del efecto del tiempo de ultrasonidos sobre el didmetro de particula (DP) y el
potencial zeta (PZ) para la formacién de los niosomas formulados con 20 mM de Span 60
(S60) y de Span 80 (S80), asi como del sistema micelar formulado con 4 mM de Tween 80
(T80) se muestran en la Figura 7.
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£ I ODP T80
N a s
D; 275 1 mPZ S80
£ 200 - 0 c c c BPZ S60
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Figura 7. Diametro de particula (DP, nm) y potencial zeta (PZ, mV) frente al tiempo de ultrasonidos (tus, min). Los
valores con distintas letras para cada componente indican diferencias significativas (p< 0,05). Nimero de
réplicas: N=3.

El analisis realizado con el equipo Nanosizer evidencié que las distribuciones de tamafno
presentaban un unico pico tanto para los niosomas de Span como para las micelas de Tween
80, es decir, una distribucion monomodal de tamafo de particula. En cuanto al indice de
polidispersidad (PDI) se redujo desde 0,5 hasta un valor constante de 0,3 al aumentar el
tiempo de ultrasonidos para los dos Span y se mantuvo en un valor constante, proximo a 0,6
para el T80. Dado que valores cercanos o inferiores a 0,3 se consideran indicativos de
sistemas niosomales con vesiculas mas homogéneas, puede afirmarse que las formulaciones
de Span estudiadas presentaron una homogeneidad de tamafio aceptable.

Los resultados de la Figura 7 muestran que resulté necesario un tiempo de ultrasonidos
cercano a 60 minutos para obtener niosomas homogéneos (PDI=0,3) de S60 y S80, con
diametros de particula pequefios de 348 nm para la formulaciéon con S60 y 166 nm para S80.
Tal como se ha descrito previamente, una disminucién en el tamafio de particula implica un
aumento del area superficial disponible, lo que favorece la interaccion con los compuestos
presentes en el extracto. Ademas, el tamafio de particula influye directamente en el
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rendimiento del proceso, ya que particulas de menor tamafo tienden a presentar mayor
estabilidad coloidal y un comportamiento mas uniforme durante la ultrafiltracion.

El potencial zeta (Figura 7) de las vesiculas formadas apenas se ha visto modificado por el
tus, obteniéndose unos valores de -53 mV para S60, -45 mV para S80. Estos resultados
confirman que valores absolutos superiores a 30 mV se asocian con sistemas coloidales
estables, al favorecer la repulsion electroestatica entre particulas, minimizar la agregacion y
mantener la estabilidad durante el proceso de ultrafiltracion.

Por otra parte, como se puede observar en la Figura 7, un aumento del t,s hasta los 90 minutos
no cambid ni el DP ni el PZ de los niosomas formulados con ambos Span, justificando que 60
minutos de tys es el tiempo minimo necesario requerido para la formacion de los niosomas
formulados con S60 y S80.

Respecto al T80, que tiene un balance hidrofilo-lipofilo (HBL) elevado (aproximadamente 15),
tiene un caracter hidrofilico que justifica su solubilidad en agua. A concentraciones superiores
a su concentracién micelar critica (CMC, aproximado de 1 mM), forma micelas en la disolucién
acuosa; sin embargo, cuando se incluyen las proporciones adecuadas en formulaciones con
tensioactivos no idnicos lipofilicos como el S60 (HBL 4,7) y S80 (HBL 4,3), el T80 se puede
incorporar en la bicapa, actuando como agente modificador. Los valores obtenidos para el DP
fueron mas grandes, proximos a 440 nm, que los obtenidos para los niosomas formulados con
Span; ademas, las micelas de T80 presentaron valores de PZ de -33 mV, indicando que son
mas inestables en el medio. Se observo que el tiempo de tratamiento por ultrasonidos influyd
de manera significativa en la reduccion del diametro de particula para las vesiculas de
niosomas, mientras que su efecto fue despreciable para la formacion de las micelas de T80.
En este caso, la formacién de micelas no depende del tiempo de tratamiento por ultrasonidos,
sino de la concentracion micelar critica (CMC), cuyo valor es aproximadamente 1 mM siendo
inferior al valor utilizado para su formulacion (4 mM). Esta diferencia estructural explica el
comportamiento observado respecto a las formulaciones basadas en tensioactivos tipo Span.
A partir del conjunto de resultados obtenidos, se determiné que la formulacion basada en
niosomas de S60 y S80, formados con tiempos de ultrasonidos de 60 minutos, presentan
buena estabilidad coloidal y un tamafio vesicular adecuado para su posible aplicacion en la
extraccion de acido lactico.

Posteriormente, se prepararon dos nuevas formulaciones empleando mezclas de 20 mM de
S60 y de S80 con 4 mM de T80 aplicando un t,s de 60 minutos, con el fin de evaluar su
comportamiento comparativo. Los resultados obtenidos se muestras en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados de diametro de particula (DP) y potencial zeta (PZ) obtenidos con 60 minutos de tiempo de
ultrasonidos para las formulaciones de S60, S80, S60 con T80 y S80 con T80.

Niosomas DP (5, nm) PZ (+1, mV)
Span 60 314 -53
Span 80 168 -44
Span 60 + Tween 80 240 -42
Span 80 + Tween 80 120 -29

En este segundo estudio, las formulaciones que incorporaban T80 presentaron menor tamafio
de DP, pero también menor valor absoluto de PZ, como se observa en la Tabla 2. Estas
diferencias observadas pueden justificarse debido a que el T80 se incorpora en la bicapa y
cambia la estructura de la vesicula. Ademas, presentaron una distribucién monomodal de
tamanfo de particula, lo que indica la ausencia de micelas de T80, las cuales deberian estar
situadas sobre un tamafio de DP de 400 nm. Estos niosomas también se han seleccionado
para incluirlos en el estudio de extraccion de acido lactico debido fundamentalmente a su
reducido tamario de particula.

Indicar que no se observaron cambios significativos en el DP ni en el PZ durante el
almacenamiento a 4 °C durante 48 horas para ninguno de los cuatro tipos de niosomas
formulados.
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5.2.- EXTRACCION DE ACIDO LACTICO CON LOS NIOSOMAS FORMULADOS

En este tercer estudio, se evalud la eficacia de extraccidon del acido lactico empleando los
cuatro tipos de niosomas formulados y disoluciones acuosas de acido lactico de 0,8 g/L y de
2 g/L a distintos pH (aproximadamente 2,6 y 6,6), denominadas F1, F2, F5 y F6 en la Tabla
1. Es decir, se ha evaluado la extraccion de acido lactico tanto en su forma no disociada (LH)
como en su forma ionizado o forma lactato (L-). A partir de la concentracion inicial media (Co)
medida por HPLC y del pH del medio, se calcularon las fracciones de LH (Ecuacién 6) y L-
(Ecuacion 7), considerando el equilibrio acido-base de este acido organico.

Las disoluciones (F1y F2 en |la Tabla 1) a pH acido presentaron como forma predominante la
forma no disociada (LH >94 %), y las disoluciones (F5 y F6 en la Tabla 1) a pH mayor que el
pKa = 3,86 del acido lactico presentaron como forma mayoritaria la forma lactato (L- >99 %).
Los resultados de la eficacia de extraccion (EE, %) de acido lactico con los niosomas
formulados con S60, S80, S60 con T80 y S80 con T80, se muestran en la Figura 8. Se observa
que, para las dos concentraciones estudiadas, la eficacia de extraccion de &cido lactico a
partir de disoluciones a pH inferior a su pKas resulto significativamente superior al utilizar los
niosomas de S60. Por el contrario, los niosomas de S60 con T80 resultaron tener mayor
rendimiento de extraccién a partir de las disoluciones con un pH superior al pK, de este acido
organico. Ademas, se puede observar en la Figura 8 que la extraccion de la forma LH presento
la mayor eficacia de extraccion, destacando especialmente las formulaciones individuales
basadas en S60, que mostraron la retencion mas alta del acido lactico.
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Figura 8. Resultados de los porcentajes de eficacia de encapsulacion (EE, %) del acido lactico a concentraciones
(Co)de 0,8 g/L (A) y 2 g/L (B), para las cuatro formulaciones de niosomas preparados en este trabajo. Los
valores con distintas letras para cada tipo de niosoma indican diferencias significativas (p< 0,05). Nimero de
réplicas: N=3.

A nivel global, los valores de la eficacia de encapsulacion en valores de concentracion de 0,8
g/L (Figura 8A) son mayores que a 2 g/L (Figura 8B), lo que demuestra que la eficacia de
extraccion se ve favorecida cuanta menor concentracion de acido lactico haya en la disolucion,
esto se explica como efecto de saturacion.

Se puede concluir que los niosomas de Span 60 presentan una mejor afinidad por el acido
lactico que el resto de los niosomas formulados en este trabajo.
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5.3.- RESULTADOS DE SELECTIVIDAD

Aunque los niosomas de S60 proporcionaron mejores resultados de extraccion de acido
lactico, para abordar el estudio de selectividad se decidio trabajar con los cuatro tipos de
niosomas formulados.

En este cuarto estudio se emplearon disoluciones acuosas de acido lactico y mezclas
ternarias de los acidos lactico, formico y acético, todas ellas con dos concentraciones de 0,8
g/Ly2g/L (F1-F4, Tabla 1). Las disoluciones individuales de acido lactico presentaron valores
de pH entre 2,6-2,8, mientras que las mezclas ternarias mostraron un pH ligeramente inferior
(2,27-2,4), debido a la presencia conjunta de los tres acidos organicos. Al igual que en el
apartado anterior, 5.2, se calcularon las fracciones de LH y L- considerando el equilibrio acido-
base del acido lactico y utilizando las ecuaciones 6 y 7. En las cuatro disoluciones acuosas,
la forma LH siguié siendo la predominante, alcanzando aproximadamente el 97 % para 2 g/L
y el 96 % para 0,8 g/L. En el caso del acido férmico y acido acético, ambos se encontraron
mayoritariamente en la forma LH bajo estas condiciones de pH, alcanzando valores superiores
al 96 %.

En la Figura 9, se puede evaluar comparativamente la eficacia de extraccion (EE, %) del acido
lactico de forma individual y en la mezcla ternaria, en las dos concentraciones estudiadas y
con las cuatro formulaciones de niosomas.

La comparacion del EE muestra que la formulaciéon basada en S60 presenta de nuevo los
valores mas elevados en ambas concentraciones (0,8 y 2 g/L), alcanzando valores cercanos
al 24 %. Este comportamiento se mantiene independientemente de que el acido lactico se
encuentra solo o acompanado de otros acidos organicos, lo que sugiere una mayor afinidad
del acido lactico por las formulaciones preparadas con S60. En las formulaciones que
incorporan T80, el EE disminuye de forma notable tanto para los niosomas elaborados con
S60 como para los de S80. Asimismo, la presencia de otros acidos (mezcla ternaria) produjo
una disminucién del EE del acido lactico respecto a cuando se encontraba en forma individual.
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. p >94%) < P >94%)
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Figura 9. Resultados de los porcentajes de eficacia de encapsulacion (EE, %) del acido lactico solo y mezclado
con los &cidos formico y acético, a concentraciones (Co) de 0,8 g/L (A) y 2 g/L (B), para las cuatro formulaciones
de niosomas preparados en este trabajo. Los valores con distintas letras para cada tipo de niosoma indican
diferencias significativas (p< 0,05). Numero de réplicas: N=3.

De forma global, los valores de EE fueron mayores a concentraciones mas bajas (0,8 g/L,
Figura 9A), confirmando nuevamente el efecto de saturacion del niosoma a concentraciones
elevadas y justificando su utilizacién a baja concentracion. Este resultado indica una reduccion
en la selectividad del sistema cuando existen moléculas competidoras con caracteristicas
fisicoquimicas similares.
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En la Tabla 3 se muestra la comparacion de las eficacias de extraccion (EE,%) de los tres
acidos, que permite evaluar la selectividad relativa para cada formulacién estudiada. Todos
los niosomas extrajeron los tres acidos organicos, resultando el grado de extraccion
ligeramente superior para el acido lactico, excepto en el caso del S80 junto con T80 que tiene
una mayor selectividad para el acido formico. Por tanto, partiendo de disoluciones acuosas
con la misma concentracion para los tres acidos organicos, ninguno de estos niosomas ha
resultado ser selectivo.

Tabla 3. Resultados de la eficacia de encapsulacion de los acidos lactico, formico y acético para los cuatro tipos
de niosomas formulados, y mezclas de los tres acidos organicos a concentraciones (Co) de 0,8 g/L y 2 g/L. Los
subindices L, F y A representan los acidos lactico, férmico y acético respectivamente.

Tipo de niosomas Co (g/L) EE. (%) EEr (%) EEa (%)
Soan 60 2 19,8%+0,2 10,1204 9,5°+0,6
P 0.8 20,4°%0,2 10,5°+0 4 9,3°+0,8
Soan 80 2 13,1°40.7 6542 12541
P 0.8 14,4°40,3 3.3°+0.5 45405
2 6,79+0 4 6,50+0.7 3,2°40,9
Span 60 + Tween 80 0.8 10,0°£0,5 6,35+0,7 )
2 11,2°40.7 12,30+2 5,0040,3
Span 80 + Tween 80 0.8 10,8°40,3 18,642 9,3°+0 4

*Los valores con distintas letras para cada compuesto indican diferencias significativas (p< 0,05). Numero de
réplicas: N=3.

Segun la composicion del hidrolizado de rastrojo de maiz (76,7 % de acido lactico y 23,3 %
de los acidos formico y acético) puede ser interesante analizar la aplicacion de los niosomas
de Span 60 en una disolucion sintética donde mayoritariamente contenga acido lactico, es
decir, que simule la composicién real de los acidos organicos presentes en el hidrolizado de
rastrojo de maiz.

5.4.- RESULTADOS DE LA ULTRAFILTRACION CON NIOSOMAS DE SPAN 60

Como se ha comentado anteriormente, en esta parte experimental se empled una disolucion
sintética denominada hidrolizado sintético (HS) para simular la composicion y pH del
hidrolizado obtenido con agua subcritica a partir del rastrojo de maiz (HRM). Esta disolucion
fue formulada a pH 6,57, con una concentracién de 11,2+0,2 g/L, 1,1+£0,4 g/L y 2,3+0,4 g/L,
de los acidos lactico, formico y acético, respectivamente; lo que implica también la presencia
de iones calcio en cantidades similares a las que presenta el HRM. La presencia de este cation
puede influir en el comportamiento de extraccién de los niosomas, afectar a su estabilidad,
provocar la rotura de la bicapa vesicular o interferir en la interaccidn entre los acidos organicos
y la membrana niosomal.

Con el objetivo de evaluar el comportamiento de extraccion de los niosomas de S60 frente a
los acidos organicos presentes en la disolucidon, se llevaron a cabo dos ensayos
independientes, segun lo descrito en el apartado 4.2.3.

El primer ensayo se centré en analizar el efecto del pH, trabajando a distintos pHs acidos
inferiores al pK, del acido lactico, sobre el proceso de extraccion del mismo. Para ello, el HS
a pH 6,57 se acidifico empleando acido clorhidrico hasta alcanzar tres valores de pH: 1,5, 2,5
y 3,5.

El rendimiento de la operacion se ha analizado utilizando el valor de factor de retencion total
(FR:, %, Ecuacion 4) y de retencion en los niosomas (FRnio, %, Ecuacion 5), cuyos resultados
se muestran en la Figura 10.
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Figura 10. Resultados del factor de retencion total (FRt, %) y en los niosomas (FRnio, %) de los acidos lactico,
férmico y aceético utilizando niosomas de S60 y el hidrolizado HS a distintos valores de pH.

Tal y como se puede observar en la Figura 10, una disminucion del pH inicial del HS desde
3,5 a 1,5 aumenta el rendimiento de la operacion, obteniéndose valores del FR; y de FRyio
considerablemente superiores para los tres acidos organicos estudiados. Asimismo, se
observa que los valores de retencion asociados a los niosomas son elevados en todos los
casos, lo que demuestra que una parte importante de la retenciéon total se debe a la
encapsulacion en el interior de los niosomas. Este resultado parece indicar que un gradiente
de pH mas grande entre el nucleo del niosoma y el HS mejora la transferencia de estos acidos
organicos a través de la bicapa de los niosomas formulados con S60.

Con el segundo ensayo se evaluo el efecto del tiempo de contacto entre los niosomas (10 %
viv) y el HS a pH de 1,5 acidificado con acido clorhidrico; las variables de tiempo
seleccionadas fueron 1,5 y 24 horas. El procedimiento experimental se realizé de la forma
descrita en el apartado 4.2.3. Los resultados de los factores de retencion fueron
significativamente iguales (N=3, p< 0,05) a los obtenidos con un tiempo de contacto entre las
fases de 1,5 horas. Este comportamiento sugiere que un tiempo de 1,5 horas es suficiente
para alcanzar las condiciones de equilibrio entre la fase acuosa y los niosomas.

Todos estos resultados ponen de manifiesto que tanto el pH del medio como el tiempo de
contacto influyen significativamente en el proceso de encapsulacion de los acidos organicos
en niosomas de Span 60, siendo pardmetros clave para optimizar posteriormente el
tratamiento del hidrolizado real de rastrojo de maiz.

Con el fin de seleccionar las condiciones experimentales mas adecuadas para el posterior
tratamiento del HRM, se elaboré una tabla resumen (Tabla 4) en la que se recopilan los
resultados obtenidos en los cuatro experimentos, incluyendo la concentracién de cada acido
encapsulado en los niosomas (Y, g acido organico/g S60) y el porcentaje del factor de
retencion asociado a los niosomas (FRuio, %).

Tabla 4. Resultados de la concentracién de cido encapsulado en los niosomas (Y) y el factor de retencién en

los niosomas (FRnio, %) respecto a los cuatro experimentos realizados con los tiempos de contacto de 1,5y 24

horas y los pH de la disolucién sintética de 1,5, 2,5y 3,5. Los subindices L, F y A representan los acidos lactico,
férmico y acético respectivamente.

Experimentos | pH Tle(rr?)po YL F:E/':;’L Yr F(li/':;F Ya Fg/':;"“
1 3,5 1,5 3,4 | 27,08 0,4 35,22 3,0 59,24
2 2,5 1,5 3,8 28,79 0,5 42,22 0,9 31,14
3 1,5 1,5 6,1 39,71 2,3 76,89 2,0 48,03
4 1,5 24 6,3 39,88 2,4 76,07 1,9 48,76

Esta Tabla 4, demuestra que el valor de Y para el acido lactico en todos los experimentos fue
considerablemente superior que el valor de Y de los acidos férmico y acético, y por
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consiguiente los niosomas de S60 se pueden considerar selectivos al acido lactico al emplear
la formulacion del hidrolizado sintético.

Como conclusion, estos resultados permitieron definir las condiciones experimentales mas
adecuadas para el posterior tratamiento del hidrolizado de rastrojo de maiz, estableciendo
como Optimas las condiciones de pH 1,5 y un tiempo de 1,5 horas, ya que permiten obtener
los mayores valores de retencion durante el proceso de ultrafiltracion asistido con niosomas.
Ademas, se va a valorar el aumento de la concentracion de niosomas hasta un 30 % (v/v).

5.5.- RESULTADOS CON EL HIDROLIZADO DE RASTROJO DE MAIZ

Para la realizacion de este experimento, se siguio el protocolo descrito en el apartado 4.2.4,
empleando el hidrolizado de rastrojo de maiz (HRM) acidificado a pH 1,5 y evaluando dos
concentraciones diferentes de niosomas de Span 60, correspondientes al 10 % y 30 % (v/v),
con el objetivo de analizar la influencia de la concentracién de niosomas sobre el proceso de
extraccion de los acidos organicos presentes en el hidrolizado.

El Figura 11 muestra los resultados obtenidos para el factor de retencion de los niosomas
(FRnio, %) para los distintos acidos organicos estudiados.

50 A
BFRnio, 10%
Nio HRM
40 1 BFRnio, 30%
Nio HRM

30 -

Rnio (% )

10 A

8 S B g B
ACIDO LACTICO I ACIDO FORMICO I ACIDO ACETICO
Acidos organicos
Figura 11. Resultados del factor de retencion de los niosomas de los acidos organicos respecto al HRM con una
concentracion del 10 % y del 30 % (v/v) de niosomas S60.

Los resultados obtenidos indican que el acido férmico sigue siendo el compuesto que presenta
mayor porcentaje de retencion dentro de los niosomas, seguido del acido acético v,
finalmente, del acido lactico. Este comportamiento es coherente con las tendencias
observadas previamente en la Figura 10 del apartado 5.4. Asimismo, se observa que al
aumentar la concentracion de niosomas del 10 % al 30 % se produce un incremento notable
del porcentaje de retencion, lo que sugiere que una mayor cantidad de niosomas disponibles

favorece la encapsulacion de los acidos organicos presentes en el hidrolizado HRM.

Con el fin de analizar con mayor detalle la capacidad de encapsulacion de los niosomas de
S60, se calculd el parametro Y (g de acido organico encapsulado/g de S60), cuyos valores se
recogen en la Figura 12.
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Figura 12. Resultados de Y para los experimentos de la Figura 11.
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Si observamos la Figura 12 el acido lactico presenta los valores mas elevados de Y, debido
probablemente a que es el acido organico que se encuentra en mayor concentracion en el
HRM, ademas esto indica que, en términos de capacidad de encapsulacion por unidad de
S60, estos niosomas presentan una afinidad mayor por el acido lactico que por el resto de los
acidos organicos presentes en el HRM.

Con el fin de evaluar con mayor detalle la diferencia entre el hidrolizado sintético (HS) y el
HRM, se compararon ambos experimentos con una concentracion del 10 % de niosomas (v/v),
con el objetivo de analizar la influencia de la composicion de la fase acuosa en el proceso de
encapsulacion. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 13.

80

. o/ N
70 4 BFRnio, 10% Nio HS

OFRnio, 10% Nio HRM

-] ~ N [=2]
E N ® E N

ACIDO LACTICO ACIDO FORMICO ACIDO ACETICO
Acidos organicos
Figura 13. Factor de retencion en los niosomas de los acidos organicos empleando el HRM y el HS con una
concentracion del 10 % (v/v) de niosomas de S60.

En ambos casos, como se observa en la Figura 13, la extraccion de todos los acidos organicos
con los niosomas de S60 con el HRM resultaron inferiores que con el HS, lo que sugiere que
los distintos compuestos presentes en el hidrolizado de rastrojo de maiz (mayoritariamente
productos de degradacion de la lignina y coloides) pueden interferir en el proceso de
encapsulacion de los acidos organicos.

La comparacion de los valores de Y para evaluar la selectividad de los niosomas de S60 hacia
el acido lactico se muestra en la Figura 14. El &cido lactico fue el acido organico que presentd
la mayor concentracion encapsulada dentro de los niosomas. De igual forma, si se comparan
los resultados de HS con el HRM se ve como disminuyen en mas de la mitad de su valor, lo
que confirma el resultado del FRyj, y se ratifica que la posible causa de esa disminucion de la
concentracion puede deberse a una interferencia con otros compuestos presentes en el HRM.
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Figura 14. Resultados de Y para los experimentos de la Figura 13.
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Para evaluar la necesidad de incluir unas etapas de refrigeracion, centrifugacion vy filtracion
(Etapas 2 y 3, Figura 6) previas al proceso de ultrafiltracion asistida con niosomas (Figura 6
del apartado 4.2.4) se ha estudiado la capacidad de filtracion de la membrana utilizando como
alimentacion agua pura y las siguientes disoluciones: HS al 10 % de niosomas (v/v), el HRM
al 10 % de niosomas (v/v) sin tratamiento previo y el HRM al 10 y 30 % de niosomas (v/v)
sometido a refrigeracion, centrifugacion y filtracion. En la Figura 15 se muestran los resultados
de la densidad de flujo de permeado (J, Ecuacion 2) frente al tiempo de ultrafiltracion (h) para
los experimentos realizados.

Con estos resultados se demuestra que la incorporacion de las etapas de refrigeracion,
centrifugacion y filtracion permite eliminar una gran parte de los soélidos y de la materia coloidal
presentes en la muestra, reduciéndose la cantidad total de materia organica de 18,2 a 12,1
g/L. La eliminacion de estos componentes reduce significativamente el ensuciamiento de la
membrana, lo que se traduce en menores tiempos de filtracion y una mejora de J durante el
proceso de ultrafiltracién, que resultan constantes y de un valor relativamente alto de 32-35
L/m? h. Cabe destacar que estas etapas previas de pretratamiento resultaron fundamentales
para reducir la disminucién de J debido al ensuciamiento de la membrana provocado
fundamentalmente por el material coloidal que se ha retirado por centrifugacion.
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40 1 210% nio, HS
35 - f'-'%;-’i'.f:'ﬁ‘;ﬂ 010% nio, HRM Sin Etapas 2 y 3
30 lll-.-l--.--- -l ®10% nio, HRM Con Etapas 2y 3
= ®30% nio, HRM Con Etapas 2y 3
o 25 4
£
= 20 A
3
15 A
Q- QO-.... Qieeen 0-.
---- (S AEETTITEC TR N .
10 4 O O¢eeerennn [C XTI 00
5 4
0
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

t(h)
Figura 15. Resultados de la densidad de flujo de permeado (J, L/m? h) frente al tiempo de ultrafiltracion (h) para
los experimentos con agua pura y HS al 10 % de niosomas (v/v), el HRM al 10 % de niosomas (v/v) sin
tratamiento previo y el HRM al 10 % y 30 % de niosomas (v/v) sometido a refrigeracién, centrifugacion y filtracion.

Estos resultados evidencian la importancia de aplicar etapas de pretratamiento en
disoluciones complejas como el hidrolizado de rastrojo de maiz, ya que permiten mejorar la
filtrabilidad del sistema y optimizar el rendimiento del proceso de ultrafiltracion.

6.- CONCLUSIONES
En este estudio se evalud la viabilidad operativa del proceso de ultrafiltracién asistida con
niosomas como proceso alternativo para la recuperaciéon del acido lactico obtenido por un
tratamiento con agua subcritica a partir de residuos de rastrojos de maiz.
A continuacién, se presentan las conclusiones derivadas del analisis de los resultados
experimentales:

e Se han formulado diferentes tipos de niosomas basados en tensioactivos no

idonicos (Span 60, Span 80 y mezclas con Tween 80), evaluandose su tamafio de
particula y potencial zeta. Los resultados mostraron que un tiempo de sonicacion de
60 minutos permite obtener vesiculas estables y con tamaio adecuado para su
aplicacion en procesos de extraccion.

e En los ensayos de extraccion con disoluciones acuosas, se observo que la forma no
disociada del acido lactico presenta mayores eficiencias de encapsulacion,
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destacando especialmente las formulaciones basadas en Span 60, que alcanzaron los
mayores valores de eficacia de extraccion.

e La concentracion inicial del acido lactico influye en la eficacia de extraccion,
obteniéndose mejores resultados a concentraciones mas bajas debido a posibles
fenomenos de saturacion de los niosomas.

e En mezclas ternarias de acidos organicos (acido lactico, féormico y acético), la
presencia de compuestos competidores reduce la eficacia de encapsulacion, lo
que evidencia una disminucion de la selectividad del sistema en medios mas
complejos.

e Los experimentos de ultrafiltraciéon asistida con niosomas de Span 60 mostraron
que el pH del medio es un parametro clave, observandose mayores valores de
retencion de los acidos organicos al disminuir el pH del medio.

e El estudio del tiempo de contacto entre los niosomas y la fase acuosa indicé que
1,5 horas son suficientes para alcanzar el equilibrio.

e El aumento de la concentracion de niosomas del 10 % al 30 % (v/v) incrementa
notablemente la retencion de los acidos organicos, lo que demuestra que una mayor
disponibilidad de vesiculas favorece el proceso de encapsulacion.

e Al comparar el hidrolizado sintético con el hidrolizado real de rastrojo de maiz, se
observd una disminucion en la eficiencia de extraccion en este ultimo, debido
probablemente a la presencia de compuestos coloidales y otros productos de
degradacion de la lignina que interfieren en el proceso de encapsulacion.

e La incorporacion de etapas de pretratamiento (refrigeraciéon, centrifugaciéon y
filtracion) antes de la ultrafiltracion permitio reducir el contenido de sdélidos y materia
coloidal, disminuyendo el ensuciamiento de la membrana y mejorando la
densidad de flujo de permeado.

e En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la ultrafiltraciéon asistida con
niosomas, especialmente basados en Span 60, constituye una estrategia
prometedora para la recuperacion de acido lactico a partir de hidrolizados
lignocelulésicos, aunque la presencia de compuestos interferentes en hidrolizados
reales puede afectar al rendimiento del proceso.
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