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RESUMEN

Se demuestra que las Producciones Mds Limpias y el Sistema de Gestién Ambiental
redundan en el cumplimiento de las politicas y normas ambientales, reducen los costos
operativos, agregan valor y aumentan la competividad en la Planta de Produccion del
Centro de Bioactivos Quimicos. Esta instalacion cumple una funcion importante al pro-
ducir ingredientes farmacéuticos activos y aditivos como medios de cultivo, para su uso
en la produccién de medicamentos y en la agricultura, respectivamente. Se realizo el
andlisis de los flujos de materiales a través de todo el proceso productivo. Para iniciar
la implantacién del Sistema de Gestién Ambiental se definié la politica ambiental, los
objetivos, las metas ambientales y el plan de accién del centro. Como resultado, se gene-
raron opciones de Produccién Mds Limpia en los procesos de produccién de bioactivos y
vitrofural, que permitieron mejorar el desempeiio ambiental de la entidad.

Palabras clave: Produccién Mas Limpia, andlisis de proceso, Sistema de Gestion
Ambiental, desemperio ambiental.

ABSTRACT

It is demonstrated that Cleaner Productions and Environmental Management System
leads to the fulfillment of all environmental policies and standards, to reduce operation
expenses, upgrade productions and improve competitiveness in the Production Plant of
Chemical Bioactive Center. This installation plays an important role in the production of
pharmaceutical ingredients and additives for culture media intended to produce medical
and agricultural compounds. The analysis of material flow was analyzed through the
whole process. To kick off the implementation of the Environmental Management System
the environmental policy was settled down, as well as, the objectives, environmental
goals and action program. As a result, different options of Cleaner Productions were gene-
rated for processes of bioactives and vitrofural production which allowed a better envi-
ronmental performance of the center.

Keywords: Cleaner Production, process analysis, Environmental Management, environ-
mental performance.



INTRODUCCION

La industria farmacéutica comprende la
fabricacion de materias primas y de espe-
cialidades (medicamentos, preparados para
uso terapéutico o profilactico, etc.). Dentro
de las materias primas se encuentran los
principios activos terapéuticos, los produc-
tos intermedios y los excipientes o sustan-
cias auxiliares (1).

La fabricacién de Ingredientes
Farmacéuticos Activos (IFAs) constituye un
pequeno, pero importante fragmento en el
sector de fabricacién de medicamentos vy,
l6gicamente, no escapa de la situacién que
presenta la generalidad de esta industria (2).

En la realizacién de estos procesos se pre-
sentan diversos problemas ambientales, por
tanto, constituyen una fuente generadora de
residuos liquidos, sélidos y emisiones a la
atmosfera que contaminan el medio ambiente.

El Centro de Bioactivos Quimicos inves-
tiga, desarrolla, produce y comercializa de
forma mayorista productos con accién bio-
légica, obtenidos por sintesis quimica usan-
do el furfural como materia prima, para ser

utilizados en la salud humana, veterinaria y
en la esfera agricola.

Para resolver los problemas ambientales
en la Planta de Produccién es de significati-
va importancia realizar el analisis de los flu-
jos de materiales, a través de todo el proce-
so productivo (3).

La implementaciéon de un programa de
Produccién Mas Limpia es un proceso com-
puesto de 5 etapas, como se observa en la
figura 1 (4).

* Planeamiento y organizacion.

* Auditoria de Produccién Mas Limpia.

* Estudio de factibilidad.

* Implementacién y seguimiento de las
opciones de Produccién Mas Limpia.

* Mantenimiento.

Por su importancia se destaca la etapa de
auditoria que es indispensable para desarro-
llar las bases técnicas y financieras del pro-
grama. En esta etapa se realizan las siguien-
tes actividades:

1. Levantamiento de la informacién
* Recopilar informacién sobre los procesos.

Fuente: Centro de Eficiencia
Tecnolégica. Guia de Produccién

Mas Limpia. Lima, 2005.

Figura 1. Etapas para la implementaciéon de un Programa de Producciéon Méas Limpia.
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Definir y evaluar las actividades de la
empresa.

Enfocar el trabajo del equipo auditor en
las areas prioritarias de la planta.
Analisis de resultados.

Elaboracién de balances de materiales y
de energia para las operaciones unitarias
prioritarias.

Definir las causas de los flujos de contami-
nantes y de las ineficiencias energéticas.

2. Generacién de opciones de Produccién

Mas Limpia

* Desarrollar opciones de Produccién Mas
Limpia.

* Preseleccionar las opciones generadas.

Las herramientas de Producciéon Maés
Limpia como analisis de entradas/salidas,
anélisis de flujo de materiales y flujos de
energia construyen las bases de un sistema
de informacién que permite determinar la
eficiencia de los flujos de materiales y ener-
gia y la efectividad de las mediciones. Esto
los hace una herramienta valiosa en la
mejora del desempefio ambiental y técnico.

Es evidente que la Produccion Mas
Limpia y la norma ISO 14001 forman un
conjunto acoplado y se apoyan mutuamen-
te para que la organizacién disminuya su
efecto al medio ambiente (5).

El Sistema de Gestion Ambiental
(SGA), a su vez, proporciona orden y con-
sistencia para que las organizaciones
orienten las preocupaciones ambientales a
través de la asignacién de recursos, la pre-
cisién de responsabilidades, y la evalua-
cién continua de las practicas, procedi-
mientos y procesos (6).

La gestién ambiental es una parte inte-
gral del sistema de gestién global de una
organizacién, y su disefio es un proceso
continuo e interactivo. La estructura, res-
ponsabilidades, practicas, procedimientos,
procesos y recursos para implementar poli-
ticas, objetivos y metas ambientales, pue-
den coordinarse con los esfuerzos existentes
en otras areas (operaciones, finanzas, cali-
dad, salud y seguridad ocupacional) (6).

Las normas internacionales sobre ges-
tibn ambiental tienen como finalidad pro-
porcionar a las organizaciones los elemen-
tos de un sistema de gestion ambiental
(SGA) eficaz que puedan ser integrados con
otros requisitos de gestion para controlar de

forma adecuada el impacto de las activida-
des en el medio ambiente (7).

MATERIALES Y METODOS

En el desarrollo de esta investigacion se
integra la estrategia de Produccién Maés
Limpia al disefio del Sistema de Gestién
Ambiental mediante el empleo de técnicas
de analisis de procesos. Se realiza el balan-
ce de materiales y se tiene la informacion
para cada una de las operaciones unitarias
recogidas en la Orden de Producciéon del
Producto Intermedio G-O, Orden de
Produccién del Ingrediente Farmacéutico
Activo G-1 y el Registro de Produccién de
vitrofural.

Se determina la fuente, cantidad y causa
de los residuos, asi como las emisiones. Los
datos se observaron, midieron y registraron.

Se define y aplica la politica ambiental
del centro, los objetivos, las metas ambien-
tales y su plan de accién. Se generan opcio-
nes de Produccién Méas Limpia para mejorar
el desempeno ambiental de la entidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

El diagrama de flujo de la figura 2, mues-
tra la entrada y salida de materiales de los
procesos que se realizan en la Planta de
Produccién.

A continuacion se presenta el balance de
materiales, realizado en el taller de obten-
cién de G-0 para algunas de las corrientes,
teniendo en cuenta los resultados de la
intensificacién acometida en el taller (8).

Balance de materiales para una alimenta-
cion de 14 moles de furfural

FF + NM + alcoho] BAmm—s-(G-0 + H,0

Las condiciones de entrada de los reacti-
VOS son:
VM = 1748 mL=1,748 x 1073 m?3
Vip =1185 mL=1,185 x 10-3 m3
Viga = 20,3 mL= 2,03 X 10 m3
MMy = 61,04 g/mol
MMIBA = 73,14 g/mol
MMFF = 98,086 g/mol
MMg;.g = 139 g/mol
Mg = 1,373 kg
mpa = 0,037 kg
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Se plantea balance total en la centrifuga:

A=B+C
A=1890g +1391 g = 3281 g

Al realizar un balance parcial, para
conocer la composiciéon de furfural en el
licor de sintesis, se consideré:

Xpra - A = Xppg ¥ B + Xppg * C
Xppa.3281 g = 0,1762* 1890 g + 0.0113* 1391 g
mygy en el licor = 0,1062 . 3281 g = 348,44 g

Como resultado del balance de materia-
les en el sistema centrifuga, se obtuvo el
dato de la masa del licor de la sintesis y la
composicién de furfural en ese licor.

Teniendo en cuenta las regulaciones
para la producciéon del Ingrediente
Farmacéutico Activo (IFA) para medicamen-
tos, se extreman las exigencias en la limpie-
za de locales y sistemas auxiliares, asi como
en la cristaleria a utilizar en este tipo de
produccién. Se realizé6 el monitoreo del
agua de consumo y de las aguas residuales.

En la entidad se desarrolla una politica
de la calidad para parametros especificos y
con caracteristicas de politica madre. Esta
politica cumple con los requisitos exigidos
por la NC ISO 14001:2004 /8/ y proporciona
el marco de referencia para establecer y
revisar los objetivos y metas ambientales.
Los objetivos ambientales son medibles a
través de indicadores ambientales estableci-
dos para cada uno de los procesos definidos
en la Planta de Produccioén.

Después de realizar la Revisién
Ambiental Inicial en la Planta de
Produccién se elabora el Programa de
Gestion Ambiental. Es valido destacar que
en este caso se tuvo en cuenta también el
resultado de la auditoria de calidad realiza-
da en el aflo 2007 cuyas no conformidades
tuvieran que ver con medidas de
Produccién Mas Limpia.

Opciones de Produccién Mas Limpia
Cambio del aceite Purolub 22 por aceite

Regular SAE 50 (no contiene aditivos de deter-

gencia o dispersantes y mayor estabilidad qui-

mica) usado como medio de calentamiento.

* Disminucién de la emanacién de vapo-
res, fugas procedentes del bafio de aceite
colocando una junta de neopreno en el

espacio que hay entre el bafio de aceite y
su tapa, y poner tapas a los espacios que
quedan abiertos cuando no se produce a
plena capacidad.

* Se implanta un control periédico de la
calidad de las propiedades del aceite uti-
lizado en la sintesis de G-O, con el obje-
tivo de determinar el tiempo de vida atil
de este insumo, parametro indicador de
contaminacién ambiental en el local de
trabajo.

* (Cambio del bafio de 5 plazas que tiene 12
resistencias de 1,25 kW por el bafio de 3
plazas que tiene 8 resistencias de 1,25
kw.

* Se fija el flujo de salida de agua para la
limpieza en los talleres de G-0, G-1 y
vitrofural para estabilizar la salida hacia
la planta de tratamiento de residuales.

* El carb6n residual de la purificacion y el
lodo de la planta de tratamiento se utili-
zan como combustible en la industria del
cemento (Fabrica de Cementos de
Cienfuegos S.A).

CONCLUSIONES

1. La Produccién Maés Limpia y el Sistema
de Gestién Ambiental facilitan el cumpli-
miento de las politicas y normas ambien-
tales, reducen costos operativos, agregan
valor y aumentan la competitividad en la
produccién de bioactivos y vitrofural.

2. Se definen y aplican la politica ambien-
tal, los objetivos, las metas ambientales y
el plan de accién que permiten iniciar la
implantaciéon del Sistema de Gestion
Ambiental en el Centro de Bioactivos
Quimicos.

3. Se generan opciones de Produccién Més
Limpia en los procesos de producciéon de
bioactivos y vitrofural que permiten
mejorar el desempeno ambiental de la
entidad.
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RESUMEN

La norma cubana del azticar crudo estdndar, con 5 anos de vigencia, fue revisada y
modificada en el aiio 2011 por el Grupo Azucarero AZCUBA. Para valorar los nuevos
requisitos de calidad fueron analizados resultados reportados en los tiltimos 10 afios por:
LEYCAL (Laboratorio acreditado por NC ISO/IEC 17025 de la Direccién de Gestion de
Calidad del ICIDCA), laboratorios de las terminales de exportacién y laboratorios de los
centrales azucareros (Datos procesados por la Sala de Andlisis de AZCUBA).

Se consideré ademds el analisis de la correspondencia de las tecnologias existentes en
las fabricas de azticar con el nuevo propdsito. La valoracién de los aspectos referidos
indicé la aptitud de la industria azucarera cubana para cumplir la nueva norma en el
afio 2012, sin incurrir en novedades tecnoldgicas adicionales.

Palabras clave: calidad, azticar crudo, norma cubana, mercado azucarero.

ABSTRACT

Standard raw sugar norm was reviewed and modified by AZCUBA Sugar Group in 2011.
Product quality requirements were evaluated according to labs reports from: LEYCAL (NC
ISO/IEC 17025 reputable lab), sugar exporting terminals labs and sugar factories labs.
Available technology and its relation with norm change were also considered. The eva-
luation indicates that Cuban sugar industry is able to establish a new standard with avai-
Iable technologies.

Keywords: quality, raw sugar, Cuban standards, sugar market.



INTRODUCCION

La mayoria de las refinerias en el
mundo, incluyendo las cubanas, han elimi-
nado el subproceso de afinacién, por lo que
requieren azucares crudos de mayor cali-
dad. La mayor proporcion del azticar que se
comercializa actualmente se refiere a cru-
dos denominados de alta Pol (very high pol-
VHP) con valores del pardmetro iguales o
superiores a 99,0 %, y de muy alta Pol
(VVHP), con valores mayores que 99.3 %
(1). Por otra parte, hay que considerar que
en la actualidad las "primas de Pol" consti-
tuyen el 3,75 % del precio de venta de la
tonelada de aztcar en el entorno compren-
dido entre 96 y 99,3 %.

La situacion anterior indic6 la necesidad
de que AZCUBA se proyectara en funcién
de una produccién competitiva, de aqui el
cambio de norma de la calidad del crudo
sobre la base de evidencias acerca de la
posibilidad de lograr el objetivo.

Se aclara que con anterioridad se hizo
referencia a la Pol por ser un indicador de
indiscutible peso; sin embargo, hay un con-
junto adicional de variables que son consi-
deradas, a los efectos de la comercializacién
del azicar crudo.

La tabla 1 contiene informacién sobre
valores de la norma previa (NC:85-2006) (2),
de la recientemente aprobada en 2011
(NC:85-2011) (3) y de la Instruccion
10:2005, emitida por el otrora Ministerio del
AzGcar. Se puntualiza que la referida

Instruccién contempla parametros que com-
plementan la nueva norma.

En la nueva norma aparecen nuevos para-
metros indicados en la Instruccién 10:2005 y
se han cambiado siete valores (sombreados
en la tabla) de los once originales.

Es objetivo del presente trabajo analizar
las posibilidades que tienen las fébricas de
azucar cubanas de alcanzar las nuevas exigen-
cias en un plazo breve, por lo que a continua-
cién se valoran aspectos tecnolégicos y esta-
disticas derivadas de la produccién azucarera.

Se hace un analisis de los parametros
polarizacién, color Horne, humedad, inso-
lubles, tamafio de grano y particulas ferro
magnéticas y no de los parametros restan-
tes, debido a la carencia de informacién que
permita un analisis riguroso sobre el resto
de los pardmetros cuya importancia no se
desconoce.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd el anélisis de las tecnologias
introducidas en las fébricas azucareras en
los dltimos 15 anos y se definié que, entre
las que producen mayor impacto favorable
sobre la calidad del aztcar crudo, se
encuentran:

* Coladores rotatorios de jugo mezclado.
* Aplicacién del inhibidor enzimatico IFO-

POL en la planta moledora.

* Ingenieria para la reduccién del tiempo
de retencion de los jugos en el proceso,

Tabla 1. Valores comparativos de ambas normas

. Instruccion NC: NC:

Parametros
#10:2005 | 85-2006 |85-2011

Factor de seguridad (méx.) 0,25 0,25
Polarizacion (°Z max.) 98,8 99,0
Color ICUMSA (UCI max.) 2000 1500
Dextrana (ppm méx.) 300 300
Humedad (% max.) 0,25 0,20
Cenizas (% max.) 0,25 0,20
Particulas ferromagnéticas (ppm max.) 6 6
Color Hormne (maximo) 18 15
Almidén (ppm max.) 200 250
Tamarfio de grano (% sobre malla 20, méx.) 55 60
Insolubles (% maximo) 0,04 0,04
Aztcares reductores (% max.) 0,30 0,30
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esencialmente en el subproceso de puri-
ficacion.

* Explotacién del esquema de doble semi-
lla en el subproceso de cristalizacién.

En epigrafe posterior se puntualizan los
efectos de estas tecnologias sobre la calidad
del aztcar.

Para analizar la tendencia de algunos de
los principales parametros que caracteri-
zan la calidad del aztacar en los tltimos 10
afos, se utilizaron como referencia bases
de datos de LEYCAL y TECNOAZUCAR
(empresa a cargo de los laboratorios ubica-
dos en las terminales de azucar).
Adicionalmente, se valor6 el comporta-
miento estadistico de la calidad del aztcar
en todas las fébricas que operaron en la
zafra 2011 en cuanto a pol, humedad,
color, insolubles, tamafio de grano y parti-
culas ferromagnéticas. Para ello se toméd
como referencia la base de datos de AZCU-
BA sobre cada fabrica, la que fue procesa-
da en un libro EXCEL, con la capacidad de
acceder a cada una mediante un algoritmo
automatizado de busqueda.

El procesamiento de datos tomé en con-
sideracion el conjunto de indicadores con-
tenidos en la tabla 2.

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de las tecnologias que se intro-
dujeron sobre la calidad del aztcar se resu-
men a continuacion:

Coladores rotatorios de jugo: Su efecto
mas evidente es la disminucién de insolu-

Tabla 2. Valores e intervalos para analizar el

comportamiento de variables

bles al disponer de mallas de menor dia-
metro equivalente que los coladores estati-
cos tradicionales. Adicionalmente, los
coladores rotatorios incrementan la asep-
sia, lo que disminuye la probabilidad de
formacién de oligosacéridos y polisacéri-
dos que desfavorecen la obtencién de alta
calidad del aztcar.

Inhibidor enzimatico IFOPOL: Inhibe la
produccién de oligosacaridos y polisacari-
dos con el consiguiente impacto favorable
que esto significa (4).

Disminuciéon del tiempo de retencién
de los jugos: En los tltimos 10 afios se adop-
taron medidas que redujeron considerable-
mente el tiempo de retencién de los jugos
en el proceso. Como medida mas relevante
se encuentra la extensién de clarificadores
de una hora o menos de tiempo de residen-
cia. La disminuciéon del tiempo, ademés de
reducir las pérdidas de sacarosa por inver-
sién, reduce significativamente la destruc-
cién de reductores que significa un notable
incremento del color del aztcar (5).

Esquema de cristalizacion con doble
semilla: Pudiera ser lo més impactante.
Después que durante muchos afos Cuba
produjera 2 tipos de azticar comercializable
(A y B), se produjo el cambio tecnolégico
que da lugar a un Gnico tipo de azticar des-
tinada al comercio. Este tltimo tipo de azu-
car se deriva de masas cocidas de mayor
pureza, lo que provoca un significativo
incremento de la calidad, superior a la
correspondiente a los dos tipos producidos
en la etapa anterior.

La incorporaciéon paulatina de estos
desarrollos dio lugar al incremento soste-
nido de la calidad del aztcar. En este
sentido, las figuras 1, 2 y 3 (reportes
de LEYCAL y de los laboratorios de
las terminales de aztcar) (6) eviden-
cian la tendencia de un mejor com-

Variable Valor | Intervalo | Valor portamiento de la Pol, la humedad y
Bajo Alto el color durante las altimas 10 zafras
Pol (%) <98,8| 98,8-99,0 |=99,0 hasta el afio 2011. Los mejores valo-
Humedad (%) | < 0,20| 0,20-0,25 |> 0,25 res correspondientes a los resultados
Insolubles (%) | = 0,03 | 0,03 — 0,04 |> 0,04 de LEYCAZ, respecto a los reportes
Color (Horne) | <15 15 - 18 >18 de las terminales, responden a la
TG (sobre malla| < 55 55 - 70 > 70 disminucién de la calidad del azticar
20 micras) por concepto de almacenamiento y

N transportacion.
PF (ppm) 0ail 1-6 > 6 No se pudo disponer de la infor-
TG = tamano de grano; PF = particulas macion de los laboratorios de las ter-
ferromagnéticas. minales correspondientes al afio 2006.
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Figura 1. Comportamiento de la Pol en las
altimas 10 zafras (hasta 2011).

Figura 2. Comportamiento de la humedad
en las dltimas 10 zafras (hasta 2011).

Figura 3. Comportamiento del color en las
altimas 10 zafras (hasta 2011).

Figura 4. Comportamiento de la Pol a nivel
nacional en la zafra 2011.
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La figura 4 muestra el comportamiento
de la Pol en aztcar tomando en cuenta el
procesamiento de los datos aportados por
todas las fabricas. Cerca del 70% del azu-
car producido tuvo méas que 99 % de Pol y
solo un 3,49 % se produjo con menos de
98,8 %. De lo explicado anteriormente, el
hecho de que el promedio nacional fue
igual a 99,06 % y el logro de més de 99 %
por parte de 23 de las 39 fabricas que
hicieron la zafra de 2011, indica que es
posible cumplir una norma igual a 99 %

La figura 5 indica que poco més del 50 %
del aztcar tuvo valores de humedad inferio-
res al 0,20 % y que una cantidad menor,
aunque no despreciable (17,55 %), estuvo en
el rango comprendido entre 0,20 y 0,25 %.
Los valores altos de humedad pueden estar
relacionados, entre otros factores, con tama-
fos bajos de grano como parte de los repre-
sentados en la figura 6, que permite puntua-
lizar que alrededor del 15 % del aztcar tuvo
un valor notablemente bajo e inferior al 55 %
sobre malla 20. Esta situaciéon puede supe-
rarse mediante una mejor planificacién de
las operaciones en las areas de tachos, por lo
que resulta factible cumplir la norma corres-
pondiente a valores de 0,20 % y 60 % sobre
malla 20 en los casos de la humedad y el
tamafo de grano, respectivamente.

Figura 5. Comportamiento de la humedad
ponderada a nivel nacional en la zafra 2011.

Figura 6. Tamano de grano a nivel nacional
durante el afio 2011.



La figura 7 indica que cerca del 90 % del
azucar producido tiene valores de color
inferior a 15 (escala Horne). Si a lo anterior
se le anade que el valor promedio nacional
fue de 11,37; puede precisarse que una
nueva norma de valor igual a 15 es relativa-
mente facil de cumplir.

Figura 7. Comportamiento del color en azu-
car a nivel nacional en el 2011.

El valor promedio nacional en el caso de
los insolubles fue de un aceptable 0,03 %; sin
embargo, segtn la figura 8, cerca del 15 % de
los valores fue superior a 0,04 %. La factible
disminucién del contenido de materias
extranas en la cana que se procesa en las
fabricas y el perfeccionamiento de los siste-
mas de colado de jugo, permitirian eliminar
las anomalias de forma de concretar una
norma nacional de 0,03 % ya lograda en el
altimo aflo como promedio ponderado.

Figura 8. Contenido de insolubles en azticar
a nivel nacional en el afio 2011.

Cerca del 62 % de la produccién azuca-
rera exhibi6 un contenido de particulas
ferromagnéticas (PF en lo adelante) en el
rango entre 1y 6 ppm, mientras que un 14 %
tuvo valores por encima de 6 ppm. La con-
secuente aplicacién de pinturas anticorrosi-
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Figura 9. Contenido de particulas ferromag-
néticas en el afio 2011.

vas al finalizar la zafra, permitiria que los
valores relativos a PF sean sustancialmente
inferiores, por lo que la norma de 6 ppm
resultarfa facil de cumplir.

CONCLUSIONES

* El analisis de los resultados productivos
en los tltimos 10 afos indica la mejora
continua de la calidad del aztcar crudo
cubano hasta el punto que, en 2011, se
concretan resultados que establecieron
pautas para la formulacién de una nueva
norma, la NC: 85- 2011.

* Los requisitos establecidos en la nueva
norma se pueden alcanzar con la tecno-
logia existente.
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RESUMEN

Se detallan los retos que presentan los probiéticos en los alimentos, teniendo en cuenta
factores tecnoldgicos y gastrointestinales como el calor, el secado, el oxigeno, la tempe-
ratura de almacenamiento, la acidez y las sales biliares. Se definen conceptos de interés
v se describen los métodos de extrusion, emulsion y secado por aspersion que se han
empleado exitosamente para la encapsulacion de probiéticos con énfasis en sus ventajas
v desventajas. Se hace referencia a la estructura de las microcdpsulas, a materiales
encapsulantes como alginato, quitosano, K-carrageno, goma ardbiga, almidén, a los
mecanismos para controlar la liberacion de las células probiédticas y a las aplicaciones
de los probidticos microencapsulados, desde diferentes Iineas de investigacion.

Palabras clave: microencapsulacion, liberacién, probiético, encapsulacién.

ABSTRACT

Details the challenges posed by probiotics in food, taking into account technological and
gastrointestinal factors such as heat, drying, oxygen, storage temperature, acidity and bile
salts. Concepts of interest are defined and described the methods of extrusion, emulsion
and spray drying has been used successfully for the encapsulation of probiotics with
emphasis on their advantages and disadvantages. Refers to the structure of the micro-
capsules, encapsulating materials as alginate, chitosan, K-carrageenan, gum arabic,
starch, to mechanisms for controlling the release of probiotic cells and microencapsula-
ted probiotics applications from different research.

Keywords: microencapsulation, release, probiotic, encapsulation.
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INTRODUCCION

En la actualidad, existe una amplia
variedad de productos probidticos en el
mercado basados en la salud, en forma de
suplementos dietéticos y productos lacteos
fermentados que presentan problemas con
la viabilidad y funcionalidad de los probié-
ticos. La pobre supervivencia de los probié-
ticos en estos productos y en el tracto gas-
trointestinal es afectada por un grupo de
factores, debido a las condiciones ambienta-
les, tecnolégicas y gastrointestinales a los
cuales son sometidos (1).

En este sentido, las investigaciones se
han enfocado hacia el empleo del proceso
de microencapsulacién como estrategia,
para mejorar la viabilidad de los probiéticos
en los productos y durante su paso por el
tracto gastrointestinal. La microencapsula-
cion es definida como la tecnologia de
empaquetamiento de sélidos, liquidos y
gaseosos con materiales de recubrimiento
de distinta naturaleza, para dar lugar a cép-
sulas de tamafio micrométrico que pueden
liberar su contenido de manera controlada
bajo la influencia de condiciones especifi-
cas (2). Los productos resultantes de este
proceso son denominados microparticulas,
microcapsulas o microesferas, cuya estruc-
tura puede formar un sistema de reservorio
y el matricial. La liberacién del contenido
de las microcépsulas puede llevarse a cabo
por distintos mecanismos (1).

Hasta el momento, los microorganismos
probiéticos que han sido microencapsulados
pertenecen a los géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Bifidobacterium, Enterococcus
y Streptococcus. Muchos estudios han
demostrado que los cultivos probiédticos
pueden protegerse mediante una variedad
de materiales encapsulantes. Dentro de estos
se consideran los alginatos y sus combina-
ciones, el almidén, los derivados de celulo-
sa, la gelatina, la mezcla de xantano-gelati-
na, carrageno y sus mezclas, las gomas (ara-
biga y guar), el quitosano, las maltodextrinas
y las proteinas de suero de leche (3 - 7).

Se han reportado varios métodos de
microencapsulaciéon tales como extrusion,
emulsién, lecho fluidizado y secado por
aspersion, polimerizacién interfacial y coa-
cervacion, entre otros (4, 6, 8-11).

Las aplicaciones y ventajas de los probio-
ticos microencapsulados se han discutido
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desde diferentes dngulos e incluyen la pro-
duccion de cultivos iniciadores, la produc-
cién de productos alimenticios, la viabilidad
de las células probidticas en el tracto gas-
trointestinal y el uso en fermentadores (12).
Los beneficios de la microencapsulacién de
probidticos estdn dados por la facilidad de
producir cultivos sensibles al oxigeno, mejo-
rar la supervivencia cuando se exponen a
soluciones gastricas, bilis, acidificacién,
calor, congelacion, estabilidad durante el
almacenamiento en forma seca y proteccion
contra contaminantes y bacteri6fagos.

El objetivo de este trabajo es brindar las
nuevas tendencias sobre tecnologias mas efi-
cientes, como alternativa para solucionar los
problemas significativos de los probiéticos
en cuanto a viabilidad, incremento de la vida
de anaquel, estabilidad y funcionalidad, asi
como mejorar su liberaciéon y eficacia en
lugar de accién. Ademds, conocer las bonda-
des de los probiéticos por sus beneficios y
aplicaciones en forma microencapsulada.

RETOS DE LOS PROBIOTICOS EN ALI-
MENTOS

Los probiéticos son microorganismos
vivos, que administrados en cantidades
adecuadas, ejercen un efecto beneficioso
sobre la salud del hospedero (13). Han sido
propuestos para establecer y mantener la
salud de la microbiota del intestino y pre-
venir la colonizaciéon de bacterias patége-
nas, para restablecer la microbiota benéfica
agotada por antibi6ticos e incrementar la
resistencia a infecciones entéricas y gas-
trointestinales causadas por patégenos, lo
cual contribuye al buen funcionamiento y
proteccién del tracto digestivo en animales
y humano (14- 16).

Sin embargo, se ha observado que la
influencia del estrés, la acidez géstrica, las
sales biliares, la sensibilidad a enzimas, los
niveles de oxigeno, el pH, la presencia de
inhibidores, la temperatura de almacena-
miento y lacomposicién de matrices de ali-
mentos interfieren significativamente en
pérdidas de la viabilidad y sobrevivencia de
los microorganismos probiéticos (tabla 1).

Se ha demostrado que la viabilidad,
estabilidad y supervivencia de los microor-
ganismos probiéticos decrece rdpidamente
en el alimento con valores de concentraciéon



Tabla 1. Retos involucrados en la incorporacién de probiéticos en alimentos

Aspectos Retos de los probioticos

El tratamiento con calor y el secado mejoran la vida anaquel de un
alimento, pero son perjudiciales para la viabilidad de las bacterias
probiéticas.

Factores La restriccion de la multiplicacién de células bacterianas

asociados probiéticas, una vez adicionada al alimento, provoca deterioro del

en el producto.

procesamiento Las condiciones perjudiciales para la supervivencia de cultivos

de alimentos
(17)

probi6ticos en productos lacteos fermentados por: acidez, pH,
peréxido de hidrégeno, temperatura de almacenamiento, presencia
de otras especies y cepas, concentracién de los acidos lactico y
acético y presencia de la concentracién de proteinas de suero de
leche.

Exposicién a
acido gastrico
presente en el
estémago (20,
21)

La tolerancia a acido es una cualidad importante que una cepa
probiédtica debe poseer porque el pH gastrico esta alrededor de 2,0.
Esta tolerancia puede ser mejorada por diversas vias: regulacion
de los genes responsables para la proteccion al estrés y por
adaptacion al medio ambiente acidico.

Exposicién a
sales biliares
presentes en el
fluido intestinal
(21,22)

La capacidad de supervivencia en el transito mediante el intestino
delgado y la tolerancia hacia sales biliares presentes.

Algunas cepas son capaces de desconjugar los acidos biliares
usando la enzima hidrolasa sal biliar.

Intolerancia
al oxigeno
de cepas
probidticas
(21 - 24)

El contenido de oxigeno y el potencial redox del medio ambiente
son muy importantes para la viabilidad de los probiéticos.

Las cepas probidticas anaerobias son directamente afectadas por la
presencia de oxigeno en el ecosistema microbiano intestinal y en
condiciones de estrés oxidativo ex6geno, causando extension de la
fase lag y limitacién del crecimiento, morfologia celular alterada y
cambios en los perfiles de dcidos grasos celulares.

por debajo de los necesarios para ejercer su
efecto en el sitio de accién (17).

En este sentido, las estrategias propues-
tas para incrementar la resistencia de cepas
probiéticas contra el medioambiente adver-
so son: seleccion de cepas resistentes a
acido y bilis, empaquetamiento en los mate-
riales protegidos de oxigeno, fermentacio-
nes en doble etapas, pre-adaptacién a varias
condiciones de estrés, adicién de micronu-
trientes en forma de aminoédcidos y pépti-
dos, y microencapsulacién (18 - 19).

De las estrategias anteriores, ha sido
desarrollada con mayor enfasis la micro-
encapsulacion con el objetivo de proporcio-
nar una proteccién adecuada a las cepas
probidticas contra los diversos ambientes
adversos. Por eso, se considera preferible
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seleccionar cepas probiéticas que ya sean
resistentes a las condiciones gastrointesti-
nales, tecnolégicas y de procesamiento de
alimentos antes mencionadas. La aplicacién
de esta técnica en probidticos evita su
degradacién en el estémago, la liberacién
controlada en el intestino, la estabilidad en
el almacenamiento y el mejoramiento de
sus cualidades funcionales.

ENCAPSULACION DE ADITIVOS PARA LA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS

La encapsulaciéon de aditivos para la
industria de alimentos es una técnica consi-
derada desde la antigiiedad y crece su apli-
cacién en la conservacién de productos ali-



menticios al mantener su calidad organo-
léptica (25). Al estar encapsulados presen-
tan mayor estabilidad a factores ambienta-
les y limitan su interaccién con otros ingre-
dientes, para asegurar los efectos requeri-
dos. En aditivos probiéticos funcionales, la
encapsulacién brinda un mayor beneficio al
propiciar que su liberacién sea controlada.

La encapsulacion se inicié en 1930, con
la utilizacién de materiales coloidales para
desarrollar las copias sin papel carbén. El
método mas antiguo empleado en alimentos
es el secado por aspersion, el cual comenzé
encapsulando sabores en goma ardbiga (25,
26). La seleccién del material de recubri-
miento es el paso méds importante para obte-
ner un producto encapsulado porque,
dependiendo de sus propiedades, se pueden
cumplir los requerimientos de proteccion.
El método de encapsulacién se elige de
acuerdo con la aplicacién requerida, el
tamano de cépsula deseado, el material a
encapsular, el costo y las propiedades fisi-
cas y quimicas del recubrimiento.

Ventajas de la encapsulaciéon de aditivos en

la industria de alimentos
La industria de alimentos utiliza la técnica

de encapsulacién por diferentes razones (26):

* Disminuir la velocidad de evaporacién o
de transferencia del material central
hacia el medio ambiente externo.

* Controlar la liberaciéon del material cen-
tral a condiciones predeterminadas, como
el cambio de pH o humedad, la aplicacién
de calor o los estimulos fisicos.

* Reducir la interacciéon entre el material
central y el ambiente externo: algunos
ingredientes son sensibles al calor, la luz
y la humedad y otros son altamente reac-
tivos y tienden a oxidarse y volatilizarse.

* Facilitar la manipulacién del material
central: la encapsulacién convierte un
liquido a estado s6lido, ademéds previene
la agregacién, favorece el proceso de
mezclado y asegura que el material cen-
tral se encuentre uniforme en la mezcla.

* Enmascarar el sabor del material central.

MICROENCAPSULACION DE MICROOR-
GANISMOS PROBIOTICOS

Existen algunos términos que se han
empleado indistintamente en los ultimos
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anos que son necesarios definir antes de
abordar el tema de la microencapsulacién.
Dentro de estos se encuentran:

Inmovilizacién: Atrapar los microorga-
nismos probiéticos dentro o a través de una
matriz, los cuales son cubiertos pero no
necesariamente envueltos por la matriz,
pudiendo existir exposicién superficial de
los mismos (27).

Encapsulacién: Tecnologia que envuel-
ve y cubre completamente a los probiéticos
con una matriz sin que exista exposicion
superficial de los probidticos al medio
externo.

Microencapsulaciéon: Tecnologia em-
pleada para la envoltura de materiales séli-
dos, liquidos o gaseosos en pequeias capsu-
las que pueden liberar su contenido a una
velocidad controlada bajo determinadas
condiciones (2, 28). Es decir, las células son
retenidas dentro de una matriz encapsulan-
te o membrana.

Las células inmovilizadas o entrampadas
fueron principalmente utilizadas en aplica-
ciones biotecnolégicas, basicamente para
mantener las células separadas de los meta-
bolitos. Sin embargo, el proceso de microen-
capsulacién ha sido aplicado para estabilizar
las células, reforzar la viabilidad y estabili-
dad durante la produccién, almacenamiento
y manejo de los cultivos 4cido lacticos (29).
Resulta importante sefalar que el tamafo de
los microorganismos probidticos (1-5 wm)
elimina la posibilidad de emplear nanotec-
nologias en su encapsulacion.

Estructura de las microcapsulas

Las microcapsulas formadas en el proce-
so de microencapsulacién son pequenas par-
ticulas que contienen un agente activo rode-
ado por una cubierta o material pared. La
misma estd constituida por una membrana
fuerte, delgada, esférica y semipermeable
que envuelve a un nicleo sélido o liquido
con un didmetro desde unas pocas micras a
varios milimetros (7, 28). El tamano y la
forma de estas microcépsulas, dependen de
los materiales y métodos usados para prepa-
rarlas. Ellas son producidas también en
forma de gel suave (capsulas de gel) o en
forma de polvo seco. Existen diferentes tipos
de microcapsulas, las cuales segin su
estructura las podemos clasificar (29) como:
* Sistema reservorio o capsular: El mate-

rial activo se encuentra incluido en una



especie de reservorio, que puede ser de
naturaleza liquida o sélida, el cual se
haya envuelto por una fina pelicula del
material de recubrimiento.

* Sistema matricial: El material activo se
encuentra altamente disperso en la
matriz polimérica.

La morfologia de la superficie de las cap-
sulas pueden ser lisa (regular y esférica) o
irregular (desigual) con o sin presencia de
poros, los cuales son los responsables de
reducir la eficiencia de encapsulacién (12).

Los ensayos que aseguran la calidad y
homogeneidad de las microcdpsulas son:
caracteristicas morfolégicas (tamafio de par-
ticula, estructura interna, densidad), rendi-
miento de produccioén, eficacia de encapsu-
lacion, contenido en material activo, estudio
de liberacién del material activo y estado fisi-
co e interacciones polimero-material activo.

Para analizar la morfologia, se recurre a
técnicas de microscopia 6ptica para deter-
minar el tamafio y microscopia electrénica
de barrido (MEB) que brinda informacién
de su estructura interna y externa (29). En
microencapsulacién, mediante secado por
aspersién se obtienen microcapsulas en
estado de polvo seco y se cubren con oro
para el analisis MEB (30).

La microestructura de una microcép-
sula influye en las caracteristicas fisicas y
funcionalidad, dispersabilidad y capaci-
dad de flujo libre (31, 32). Microcépsulas

to apropiado es el paso de partida en la
encapsulacion. Aunque se considera que el
método de encapsulacién puede afectar el
mecanismo de liberacién del material acti-
vo, también la formulacién del recubri-
miento constituye un factor definitorio (34).
El material protector debe reunir ciertas
propiedades que dependen de las caracte-
risticas quimicas del material encapsulado,
la aplicacién, las condiciones de almacena-
miento y del proceso al cual sera expuesto.

Las caracteristicas de un recubrimiento
ideal para encapsular (25) son: baja viscosi-
dad a altas concentraciones, baja higroscopi-
cidad para facilitar su manipulacién y evitar
la aglomeracion, capacidad de emulsificar y
estabilizar el material central, insoluble y no
reactivo con el material central, el recubri-
miento es soluble en los solventes alimenti-
cios comunes o en el producto alimenticio
final, maxima proteccién al material central
contra condiciones adversas (luz, pH, oxige-
no, humedad y otros ingredientes reactivos),
liberacién completa de solventes y otros
materiales usados durante el proceso de
encapsulacién, sabor insipido y bajo costo.

En el caso de los microorganismos pro-
bi6ticos, normalmente se emplean como
material de encapsulacién polisacéridos de
diferentes origenes (tabla 2).

redondas u ovaladas tienen buena dis-

Tabla 2. Polisacdridos empleados en la
encapsulacion de probidticos
Origen Polisacaridos

persabilidad y pueden ser mas facilmen-
te distribuidas en el producto final.

Algas marinas

K-carragenano, alginato

En el caso de la encapsulacién de
probiéticos, se debe tener en cuenta lo

almidén y sus

siguiente (33):
* El tamano de particula deseado osci-

Plantas . o

derivados, goma arabiga
Bacterias gelano, xantano
Animales quitosano

la entre 15-100 um, las microcapsu-

Proteinas animales

leche, gelatina

las mayores a 100 um son detecta-
bles en la boca y las inferiores a 15 um no
dan la suficiente proteccién frente a los
agentes externos.

* La técnica no debe emplear agentes
externos agresivos que pudieran limitar
la supervivencia de los microorganismos.

* Se requerird, ademés, un bajo consumo
energético, de forma que los costos de la
técnica sean rentables industrialmente.

Material de encapsulacion o recubrimiento
La eleccion del material de recubrimien-

Alginato: Es un polisacarido anidnico,
formado por residuos de los acidos B-D-
manuroénico y o-L-gulurénico. En la encap-
sulacién de probidticos se usa en concentra-
ciones en el rango de 0,5-4 % (35-37). Las
capsulas de alginato tienen la ventaja de for-
mar facilmente matrices de gel alrededor de
las células de probidtico, son seguras y bio-
compatibles con el organismo, baratas y las
condiciones del proceso son simples y de
facil manejo.



Sin embargo, se han atribuido algunas
desventajas a las capsulas de alginato como
dificultades en su aplicacion a nivel indus-
trial, susceptibilidad al ambiente acidico,
con pérdida de su integridad y estabilidad
mecénica, formacién de poros en la superfi-
cie de la capsulas y difusién relativamente
rapida de la humedad (38). Estos defectos
mencionados pueden ser eficientemente
compensados al mezclar el alginato con
otros compuestos poliméricos (almidén), al
cubrir las capsulas con otros componentes
(quitosano) y al modificar su estructura uti-
lizando varios aditivos (glicerol) (39).

K-Carrageno: Es un polisacarido neutral,
compuesto por unidades repetidas de D-
galactosa-4-sulfato y 3,6-anhidro-D-galactosa
(7). La gelificacién depende de la temperatu-
ra, pero para la formacién de las capsulas se
necesita de KCl y CaCl, como soluciones de
endurecimiento o para insolubilizar el poli-
mero. Este polisacarido es comtinmente utili-
zado como aditivo alimenticio, pero nuevas
evidencias demostraron su induccién en
neoplasia intestinal e inflamacién (40).

Quitosano: Es un polisacarido lineal,
molécula policatiénica obtenida mediante
desacetilacion alcalina de la quitina (41). Se
disuelve facilmente a pH 4cido por lo que con
frecuencia se emplea en combinacién con
otro polimero que soporte el pH del estémago
(27). Una vez que alcanza el intestino delgado
es degradado por la microbiota endégena.

Almidén: El almidén de maiz nativo con-
tiene aproximadamente 25 % de amilosa y
75 % de amilopectina. La amilosa forma una
cubierta que es resistente a los dcidos gastri-
cos y a las enzimas pancredticas. Los almi-
dones con alto contenido de amilosa forman
peliculas fuertes, resistentes y mas flexibles,
pero es dificil de dispersar en agua y puede
gelificar muy rapidamente (29). Estos almi-
dones tienen la ventaja de ser seguros, no
toxicos y de facil disponibilidad.

Goma arabiga: Es una mezcla de diver-
sos polisacaridos muy relacionados, forma-
da por una cadena principal de restos B-D-
galactopiranosilo (42). Es extremadamente
soluble en agua y la viscosidad de las solu-
ciones varia fuertemente con el tipo de
goma arabiga, pH y la fuerza iénica, pero se
alcanza una viscosidad méxima a pH entre
6y 7 (43, 44). Acttia como coloide protector
y excelente emulsificador, aspecto impor-
tante para el secado por atomizacion.
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Métodos de encapsulacion
Para la preparacién de las microcapsulas

existen numerosos métodos y la seleccion
del mismo para encapsular depende de los
costos, el tamano de la capsula, las propie-
dades fisicas y quimicas de los materiales,
la aplicacién y el mecanismo de liberacién
deseado.

La encapsulacién ha sido aplicada a
diversos campos (medicina, industria ali-
mentaria, industria farmacéutica, agricultu-
ra, cosmética, etc.). Los métodos de mayor
aplicacién en la industria de alimentos (25)
corresponden y se clasifican en:

* Métodos fisicos: Secado por aspersion,
enfriamiento por aspersion, liofilizacién,
recubrimiento por lecho fluidizado,
extrusién, co-extrusién, extrusion-
fusiém, cocristalizacion.

* Meétodos fisico-quimicos: Coalescencia,
inclusiéon molecular, encapsulacién por
liposomas.

La tecnologia de encapsulaciéon de pro-
bidtico puede ser divida en dos partes,
microencapsulacién de probiético en las
soluciones de encapsulacién y secado de la
soluciéon de encapsulacién para alcanzar
granulos o polvos de células encapsuladas.
Particularmente, para la microencapsulaciéon
de microorganismos probidticos se detallan
las metodologias empleadas con éxito, cuyas
técnicas antes del paso de microencapsula-
cién describen la obtencién de un cultivo de
probidtico crecidos en condiciones 6ptimas,
el cual es centrifugado y empleado en forma
de suspensién o polvo liofilizado para su
posterior micro-encapsulacion.

Metodologias de microencapsulacion de pro-
bidtico
a) Método de extrusiéon o goteo

Este método consiste en producir peque-
nas gotas de material encapsulado forzando
el paso de una solucién a través de una
aguja de jeringa o de una boquilla en los dis-
positivos generadores de goteo (27). De esta
manera, los microorganismos son adiciona-
dos a una solucién hidrocoloide, cuya sus-
pensiéon se hace gotear sobre una solucién
de endurecimiento, la cual va a variar en
dependencia del material empleado.

El tamano de las capsulas obtenidas va a
depender del didmetro de salida de la solu-
cién porque mientras menor sea el didmetro
de la aguja/boquilla menor serd el tamano



de las cépsulas. Es una técnica ampliamen-
te utilizada para la encapsulacién de pro-
bidticos (45 - 47), aunque presenta algunas
desventajas que se pueden observar en la
tabla 3.

b) Método de emulsién o sistemas de dos
fases

El método de emulsiéon posee una fase
continua y una dispersa para formar la
emulsiéon, seguida de una etapa de separa-
ci6én donde la fase dispersa encapsula la
bacteria probiética como material activo
(27, 41).

Esta metodologia es aplicada a los micro-
organismos probiéticos al realizar una fase
dispersa que consiste en un volumen peque-
fo de una solucién polimérica con células
microbianas en suspension, el cual se afiade
a un volumen mayor de aceite vegetal (acei-
te de soja, girasol o maiz) para formar la fase
continua y esta mezcla es homogeneizada
hasta desarrollar una emulsién de agua en
aceite. El polimero hidrosoluble en esta
emulsiéon se hace insoluble producto del
entrecruzamiento que se produce para for-
mar las capsulas dentro de la fase oleosa
(41), cuyo agente de entrecruzamiento a uti-
lizar depende del tipo de polimero. Al res-
pecto, se ha publicado el empleo de una
solucién de cloruro célcico cuando el poli-
mero es alginato (48) y para el polimero x-
carrageno el entrecruzante cloruro potasico
(49). Finalmente, las capsulas se colectan
mediante filtracién o centrifugacion.

Este método presenta como ventajas la
formacién de capsulas mucho mas peque-
nas que las obtenidas por el método de
extrusién que es una caracteristica desea-
ble, es un proceso facil de escalar a nivel
industrial y la distribucién del tamafo de
particula puede ser controlada por parame-
tros como la velocidad de agitacién y homo-
genizacion. Por otra parte, presenta algunas
desventajas en su aplicacién en la industria
alimentaria, debido a que el aceite residual
presente en las cdpsulas perjudica la textu-
ra y propiedades organolépticas del alimen-
toy, ademas, el aceite residual, los emulsio-
nantes y surfactantes utilizados, pueden ser
téxicos para determinadas células (28).
También se requieren mas costos por la
necesidad de usar aceites vegetales y de
anadir un paso mas al proceso para eliminar
estos residuos.

c) Método de secado por atomizacién o
desecacion por atomizacién

La atomizaciéon o aspersion es un meéto-
do que comtunmente se utiliza en la indus-
tria alimenticia y consiste en atomizar aire
caliente en una suspensiéon o emulsién
homogenizada de probidticos en la matriz
del material encapsulante, para lograr una
rapida evaporacién del solvente (agua) y
obtener los probiéticos encapsulados en
forma de particulas de polvo (7, 27).

El proceso de atomizacién es controlado
mediante la alimentacién del producto, el
flujo de aire y la temperatura. Se emplea

Tabla 3. Ventajas y desventajas de la aplicacién del método de extrusién en la
encapsulacion de microorganismos probiéticos

Ventajas

Desventajas

Proceso simple y barato.

Forma didmetros de particulas de
larga distribucién (2-5 mm).

que minimizan las lesiones de las
células.

* Ecl)m f{i:iﬁgﬂe enc;ll)ks);liccl)o ® e Dificil de producir a gran escala por
P Y| lenta formacién de microcéapsulas.
protegido.
e Se emplean operaciones gentiles

Microcépsulas pobremente cargadas

(8 %).

Supervivencia de micro-organismo
entre 80-95 %.

Susceptibilidad de los carbohidratos
hacia danos y defectos estructurales.

No emplea disolventes perjudiciales
para las bacterias.

Limitada la seleccién del material de
pared.
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una variedad de materiales para la encapsu-
lacién, aunque normalmente se utilizan
polisacaridos (7).

Este método permite la posibilidad de
establecer esta tecnologia como un proceso
continuo, su facilidad de manejo y su bajo
costo son caracteristicas idéneas y de gran
ventaja para su aplicacién en procesos indus-
triales. Por otro lado, existen inconvenientes
relacionados con las altas temperaturas
empleadas en el proceso para la evaporacién
del solvente, las cuales pueden afectar la
supervivencia de determinadas cepas probié6-
ticas (27, 28). No obstante, existe un gran
numero de investigaciones basadas en este
método que reportan resultados satisfactorios
con minimas pérdidas de viabilidad, lo cual
indica que hay dos factores claves y determi-
nantes para el éxito del secado por atomiza-
cién: el tipo de materiales utilizados para
encapsular y proteger a los microorganismos
probidticos que involucran sus propiedades
fisico-quimicas y la optimizacién de los para-
metros  utilizados en el secado.
Adicionalmente, se ha demostrado una mayor
estabilidad de los cultivos probiéticos encap-
sulados durante el almacenamiento prolonga-
do cuando se aplica la tecnologia de secado.

MECANISMOS DE LIBERACION DEL
MATERIAL ACTIVO

En el caso de los probiéticos, el material
activo consiste en células viables de los
microorganismos probidticos a encapsular
con el material de recubrimiento, el cual
debe ofrecer alglin mecanismo de liberacién
del material activo a un tiempo determina-
do. Los principales mecanismos de libera-
cién que se aplican en el sector de alimen-
tos son los siguientes:

* Disolucién o fusién: La integridad de la
capsula se destruye por disolucién en un
solvente apropiado o por acciéon del
calor. Los recubrimientos hidrosolubles
se disuelven facilmente con el incremen-
to de la humedad, la adicién de agentes
quimicos o con el ajuste a diferentes
niveles de sales (26). La liberacién térmi-
ca se utiliza en cépsulas con material
protector de base grasa, el cual funde y
libera el centro activo (50).

* Liberacién fisica: El material protector se
fractura por fuerzas externas como presion
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o friccién. La masticacién es el principal

mecanismo de liberacién; igualmente,

durante la mezcla de las materias primas

se presenta la liberacion por friccion (50).
* Difusién: Este proceso de liberacién es

guiado por el gradiente de concentracién y

las fuerzas atractivas entre cadenas, como

puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der

Waals, grado de entrecruzamiento y crista-

linidad (26). Ademas, est4d controlado por

la solubilidad y la permeabilidad del mate-

rial activo en el material protector (51).

La liberacién del contenido de las micro-
capsulas se puede llevar a cabo por disolucién
en agua, esfuerzos de cizalla, temperatura, reac-
ciones quimicas y enziméaticas o por cambios en
la presién osmotica. No obstante, esta liberacién
puede controlarse por difusiéon a través de la
pared de la microcapsula o bien por medio de
una membrana que recubra la pared (1, 33).

En los métodos fisicos de encapsulacion
se busca la formacién de una estructura
amorfa metaestable, de baja permeabilidad
al compuesto encapsulado, al oxigeno y
otros compuestos y con alta temperatura de
transicion vitrea (26). La permeabilidad del
material protector cambia al someterse a
condiciones especificas de temperatura y
humedad. Los principios fisico-quimicos de
la transicion vitrea de estos materiales han
demostrado que la liberacion del centro
activo se presenta en la transicién del esta-
do vitreo a estado gomoso, por calentamien-
to de la matriz. El material central se libera
por difusién a una velocidad que aumenta
con el incremento de la temperatura. La
estabilidad de la cdpsula depende de que su
temperatura de transicién sea superior a la
temperatura de almacenamiento (25).

Segtn Lozano (29), el estudio de libera-
cién in vitro del material activo a partir de las
microcapsulas es muy importante, cuya libe-
racion estd gobernada por factores dependien-
tes del polimero (insoluble, solubilidad pH-
dependiente, peso molecular, estado cristali-
no), del material activo (solubilidad y peso
molecular) y de la propia microcapsula
(estructura interna reservorio o matricial y el
contenido tedrico del material activo con res-
pecto al polimero). Para el estudio de libera-
cion se puede utilizar el procedimiento espe-
cificado por la USP (Farmacopea Norteame-
ricana), métodos de flujo, agitacién de viales,
membranas de dialisis, entre otros. Las micro-
capsulas son incubadas en el medio y se deter-



mina su liberacién con el tiempo. La permea-
bilidad a través de la matriz y la solubilidad de
los componentes de la pared de la capsula
influyen en la velocidad de difusién. También
es importante la naturaleza quimica, morfolé-
gica, la temperatura de transicién, el grado de
hinchamiento y de entrecruzamiento de los
componentes de la cubierta, ya que pueden
disminuir la velocidad de liberacién (33).

IMPORTANCIA DE LA,APLICACI(’)N, DE LA
MICROENCAPSULACION DE PROBIOTICOS

Dentro de los aditivos encapsulados en la
industria de alimentos se enumeran a los
microorganismos probiéticos (52 - 54). Las
aplicaciones y ventajas de los probiéticos
microencapsulados han sido enfocadas en
diferentes lineas de investigacién: produc-
cién de cultivos iniciadores, produccién de
productos alimenticios, viabilidad de las
células probidticas en el tracto gastrointesti-
nal, aplicacién en fermentadores, aplicacion
de nuevos métodos en la elaboracién de ali-
mentos y mejoramiento de las propiedades
sensoriales de productos probiéticos (12).

Teniendo en cuenta los aspectos anterio-
res, se ha observado que la microencapsula-
cién puede ser usada eficientemente para la
preparacién de cultivos iniciadores de bac-
terias con mas alta viabilidad y que la vida
de anaquel de las células encapsuladas se
incrementa y pueden ser directamente inge-
ridas en los productos y consumidas (55,
56). Varias investigaciones confirman que la
microencapsulacién incrementa eficiente-
mente la viabilidad de los probiéticos
durante el paso por el tracto gastrointestinal
en presencia de condiciones enzimaéticas,
sales biliares y acidez (12, 47, 57).

Su aplicacién en fermentadores ha repor-
tado ventajas durante la produccién de bio-
masa que incrementa la tolerancia de micro-
organismos contra la infeccién de bacteriéfa-
go (58), toxicidad de agentes quimicos, pro-
tege las células de los microorganismos con-
tra cambios no deseados como mutaciones
genéticas, se alcanza buena productividad en
la produccién de metabolitos especialmente
a altas velocidades de agitacién (59) y se pro-
duce mas densidad de biomasa (60). En pro-
ductos alimenticios, la microencapsulacién
puede marcadamente mejorar la viabilidad
de los probiéticos y la vida de anaquel, debi-
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do a su efecto protector contra factores
medioambientales (elevada acidez, bajo pH,
presencia de oxigeno, agentes t6xicos genera-
dos durante el proceso, principalmente trata-
miento con calor, enzimas digestivas, bacte-
riéfagos y procesos de secado (61 - 63).

Las nuevas formas alcanzadas para la ela-
boracién de alimentos probidticos lacteos,
mediante la aplicacién de la encapsulacién
de células probidticas, permiten que estas
puedan tener velocidades deseables de acti-
vidad metabdlica celular. De hecho, se han
comparado los métodos de encapsulacion
con los tradicionales para la produccion de
yogur, lo cual ha favorecido sus propiedades
sensoriales, muy altas viabilidades de las
bacterias del yogur y control de los sabores
del producto con menos acidez, debido a una
baja produccién de acido lactico (41, 64).

CONCLUSIONES

La encapsulacién es una técnica muy
atil para la proteccion de los aditivos utili-
zados en la industria de alimentos y en
especifico para los productos probiédticos.
Esta técnica se emplea para la prolongacién
de la vida util del producto, fortificacion y
liberaciéon controlada de nutrientes en el
sitio de accién, disminucién de la higrosco-
picidad, transformacién de liquidos a pol-
vos, estabilizacion durante el almacena-
miento y transporte a condiciones extremas
de temperatura y humedad, mejoramiento
de temperatura, humedad, cualidades orga-
nolépticas y funcionales de productos ali-
menticios y limitacién de la oxidacién e
interaccién con otros ingredientes.

La tendencia de las investigaciones
recientes se centra en la generacién de nue-
vos métodos de encapsulacién apropiados,
selecciéon de materiales de recubrimiento
seguros y efectivos, asi como cepas bacteria-
nas potentes que garanticen las condiciones
de proteccion requeridas para distintos aditi-
vos encapsulados, que permitieron obtener
mayores aplicaciones en el sector de alimen-
tos y novedosos productos funcionales.
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RESUMEN

Se ofrece una introduccién a los compuestos denominados liquidos iénicos: evolucion
histérica, peculiaridades fisico-quimicas, relacién estructura/propiedades con el poder
disolvente y su aplicacién en el fraccionamiento de los componentes del material ligno-
celulésico. Se reporta la obtencién de celulosa, lignina, azticares fermentables, hidroxi-
metilfurfural y otros derivados, mediante procesos compatibles con el medio ambiente
basados en el uso de los liquidos iénicos.

Palabras clave: Liquidos iénicos, material lignocelulésico, celulosa, lignina, hidroxime-

tilfurfural.

ABSTRACT

In this paper an introduction about the so-called ionic-liquids compounds is presented.
The review comprises: historical evolution, physicochemical characteristics, the relation
between structure/properties with the solvent power and its application in the separation
of lignocellulosic biomass components. On the other hand, it is reported the obtainment
of cellulose, lignin, fermentable sugars, hydroxymethylfurfural and other derivatives by
means of ecologically friendly processes based on the use of ionic liquids as well.

Keywords: ionic liquids, lignocellulosic biomass, cellulose, lignin, hydroxymethylfurfural.

INTRODUCCION

La crisis energética iniciada en 1973 dis-
minuyo la oferta de petréleo e incrementé su
precio, lo cual ha obligado a racionalizarlo y
a buscar fuentes alternativas para la obten-
cién de energia y productos quimicos (1). Se
estima que para 2025 el 30 % de la materia
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prima para la industria quimica sea obtenida
a partir de fuentes renovables. Dentro de
estas, la biomasa lignocelulésica es el candi-
dato més atractivo por su abundancia, su
naturaleza renovable y ecolégica. Sin embar-
go, presenta una estructura compleja (2),
donde sus tres componentes principales
(celulosa, lignina y hemicelulosa) se encuen-



tran estrechamente unidos mediante interac-
ciones por puentes de hidrégeno inter e intra-
moleculares, que provocan una alta cohesion
macromolecular responsable de la alta difi-
cultad para disolverlos y aislarlos por méto-
dos convencionales. Esto ha conducido al
desarrollo de disolventes y tecnologias mas
eficientes para la conversién de biomasa, lo
que ha sido reconocido como un gran desafio
para la comunidad cientifica mundial.

Uno de los caminos mas novedosos para
la obtencién de bioproductos a partir del
material lignocelulésico (MLC) son las tecno-
logias basadas en los liquidos iénicos (LI) (3).
Estos compuestos poseen propiedades tni-
cas en comparacién con los solventes tradi-
cionales, entre ellas una muy baja presion de
vapor, con lo que se evitan las emisiones
atmosféricas al eliminar pérdidas de disol-
vente por evaporacion. Poseen, ademas, una
estabilidad térmica relativamente alta, baja
inflamabilidad y posibilidad de reciclaje, con
lo que se contribuye a la reduccién de resi-
duos. De acuerdo con la aplicacién deseada
se pueden disefiar mediante la adecuada
seleccion del catién y el anion (4).

El objetivo de este trabajo es ofrecer una
panoramica sobre los LI, principales propie-
dades y sus aplicaciones en la transforma-
cién del MLC.

HISTORIA

La historia de los LI comienza desde los
inicios del siglo pasado (1914), cuando Paul
Walden report6 el punto de fusién del nitra-
to de etilamonio entre 13-14°C. En 1934 se

conoci6 la disolucién de la celulosa en un LI
base piridina y en 1948 fue reportado un LI
con ani6on cloroaluminato. En 1967 se repor-
té un estudio sobre la sal liquida benzoato
de tetrahexilamonio (5). Posteriormente, en
los anos 70 se realizaron investigaciones
sobre las propiedades espectroscépicas y
electroquimicas (6). En 1992 se divulgé una
nueva generacion de compuestos (7) forma-
dos por el catiéon 1-etil-3-metilmidazolio. A
partir de ese momento, se han utilizado
como solventes en catalisis (8), sintesis (9) y
como electrolitos (10).

El interés de los cientificos y la industria
por los LI se ha incrementado rdpidamente
en todo el mundo, demostrado por el acele-
rado ntmero de publicaciones y patentes
sobre estos compuestos (11). En 2002, se
informé (12) que los LI son eficaces solven-
tes para la disoluciéon de la celulosa. Este
trabajo es uno de los mas citados en la lite-
ratura. Desde entonces, se han logrado
avances significativos en la separacién de
los componentes del MLC (13 - 17).

Liquidos idénicos. Propiedades fisico-qui-
micas

Los LI son sales formadas por cationes
organicos y aniones organicos o inorganicos,
su caracteristica particular es que presentan
bajo punto de fusién, generalmente menor
que 100 °C. Segun la denominacién actual,
toda sal con punto de fusién inferior a esta
temperatura, es conocida como un LI, aun-
que son reconocidas como tal otras sales con
temperaturas de fusién superiores. Estos

Figura 1. Algunos cationes y aniones presentes en los LI
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compuestos también se conocen como: flui-

do iénico, sal fundida o solvente neotérico

(13, 18). En la figura 1 se muestran las

estructuras de algunos cationes y aniones.
En comparacién con los solventes tradi-

cionales, estos compuestos poseen excelen-

tes propiedades fisico-quimicas, que varian

segln el anioén y el catién. Estas se pueden

resumir de la siguiente manera (4, 13):

* Bajo punto de fusién.

Presién de vapor despreciable.

Alta estabilidad térmica y quimica.

Capacidad de disolver compuestos orgé-

nicos, inorganicos y poliméricos.

Viscosidad variable.

No inflamables y bajo poder de corrosion.

Potentes catalizadores.

Facilmente reciclables.

Es posible disefiar su estructura y pro-

piedades segun las diversas aplicaciones

préacticas.

Las sales tradicionales estdn compuestas
por iones pequenos y simétricos que tienen
una alta densidad de carga y pueden ser
empaquetados en una red cristalina, por lo
que el punto de fusién es alto (NaCl~800 °C).
Cuando se obtiene un LI, el tamafio de los
iones aumenta por lo que la densidad de
carga es menor, el empaquetamiento en la
red cristalina se ve afectado y disminuye su
punto de fusién. Por ejemplo, cuando se
sustituye el sodio por 1-butil-3-
metilimidazolio [BMIM]* el punto de
fusion disminuye hasta cerca de 80 °C. En el
caso de los aniones, se observa un compor-
tamiento similar (tabla 1).

La viscosidad es una propiedad impor-
tante al considerar la posible aplicacién de
estos, ya que cuando la viscosidad se incre-
menta es necesario aumentar la temperatura
para lograr la disolucién, lo que puede pro-

vocar efectos no deseados como degradacion
del LI y del material a disolver. Un método
efectivo para reducir la viscosidad de estos
compuestos es el uso de un co-solvente (19).
El contacto directo y la ingestién consti-
tuyen las tnicas vias posibles de exposicién
a los LI, debido a su volatilidad insignifican-
te. Aunque la informacién reportada es insu-
ficiente, los ensayos realizados han demos-
trado que algunos de estos compuestos pue-
den ser téxicos y otros inofensivos y biode-
gradables. Algunos cloruros de alquil-imida-
zolio, que son buenos disolventes de la celu-
losa, presentan una toxicidad relativamente
moderada. Una mejor alternativa a los halu-
ros es el uso de acetatos como el acetato de 1-
etil-3-metil-imidazolio, que es considerado
biodegradable, no t6xico y no corrosivo (20).
Existen datos limitados con respecto a la
miscibilidad de los LI con otros solventes,
este conocimiento es necesario para poder
realizar la separacién efectiva y purificacion
de los productos. En general, estos compues-
tos son miscibles con solventes polares,
mientras que con solventes de baja polaridad,
como acetato de etilo, muestran solubilidad
variable en funcién de sus propiedades (21).
El reciclaje de los LI es imprescindible
debido a su precio elevado. Otro problema
asociado con ellos es su separacién de las
mezclas de reaccién. Se ha demostrado la
posibilidad de extraer una gran variedad de
componentes de la mezcla MLC-LI con CO,
supercritico (22) y otros solventes.

Separacion de los componentes principa-
les del MLC

Desde el siglo XIX se ha utilizado el MLC
para obtener derivados, mediante procesos
que consumen altos indices de energia y/o
sustancias quimicas contaminantes. A pesar
de que la comunidad cientifica ha estado

Tabla 1. Propiedades fisicas de algunos LI base imidazolio y piridinio (4, 15)

Catién Anién Temperatura | Temperatura de | Viscosidad
de fusién (°C) | degradacion (°C) | (cP)a 20 °C
[C,mim] [C]] 89 285 -
[C,mim] | [NT£,] 15 455 34
[C,mim] [C]] 65 254 -
[C,mim] | [NT£] -2 422 52
[C,Py] [C]] 130-131 - -
[C,Py] [NTE,] 0 392 80 (25°C)

Nota. (-) valores no informados.
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involucrada en la biisqueda de nuevos sol-
ventes y tecnologias eficientes para la diso-
lucién y separacion de los componentes de
este material, en la actualidad no existe una
tecnologia que satisfaga los requerimientos
tanto econémicos como medioambientales.
Los LI, por sus propiedades relevantes, cons-
tituyen una nueva generacion con enorme
potencial en este campo.

El poder de disolucién de estos com-
puestos sobre la biomasa lignocelulésica
depende fundamentalmente del tipo de
material, temperatura y tiempo de disolu-
cion, relaciéon estequiométrica con el solu-
to, humedad, viscosidad y tamafo de parti-
culas. A pesar de que se reportan varios LI
capaces de disolver la biomasa, el mecanis-
mo de este proceso se desconoce con exacti-
tud, ya que los estudios experimentales y
tedricos aun son insuficientes.

Se ha estudiado la disoluciéon de made-
ras con LI (23), y se ha constatado que esta
puede disolverse parcial o completamente
en dependencia del tamano de particula.
Una muestra de aserrin de madera se disuel-
ve en [Bmim]Cl y [Amim]Cl a 110 °C, obte-
niéndose una disolucién al 8 %. Se puede
preparar una solucién al 5 % de pulpa ter-
momecénica de abeto con cloruro de 1-ben-
cil-3-metilimidazolio ([Bzmim]Cl) a 130 °C
(tabla 2). La eficiencia de disolucién de la
madera en LI fue: polvo de madera en moli-
no de bolas -aserrin, fibras de pulpa termo-
mecénica- astillas de madera.

Otro estudio muestra que el [Emim]Ac
tiene un mayor poder de solvatacién para
maderas ricas en lignina que [Bmim]Cl y
otros LI (15). Alrededor del 5 % (w/w) de una
muestra de pino (contenido total de lignina:
31,8 %) y roble (contenido total de lignina:
23,8 %), puede ser disuelto en [Emim]Ac a
110 °C. Segun los criterios de los diferentes
autores, existen dos razones por las que se
pueden explicar estos resultados. En primer
lugar, los enlaces de hidrégeno inter e intra-
moleculares de la madera pueden ser des-
truidos por la fuerte basicidad del anién ace-
tato; en segundo lugar, el bajo punto de
fusiéon y la baja viscosidad de [Emim]Ac
puede facilitar la disolucién de la madera.

Se reporta que, a partir de las disolucio-
nes de madera-LI base imidazolio
([Bmim]Cl, [Amim]Cl y [Bzmim]Cl), la celu-
losa puede ser regenerada en forma amorfa
después de la adicion de agua (34). Los
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componentes del MLC también se pueden
separar con [Bmim]Cl sobre la base de sus
diferentes solubilidades (24). En este traba-
jo se reporta que una cantidad de madera de
diferentes especies (roble, eucalipto, dlamo
y pino) puede disolverse parcialmente en
[Bmim]CI a 100 °C. Después de la elimina-
cién de los materiales sin disolver, la celu-
losa puede ser regenerada de las disolucio-
nes mediante la adicién de solventes de pre-
cipitacién, por ejemplo: mezcla acetona-
agua 1:1, diclorometano y acetonitrilo. Los
rendimientos alcanzados de celulosa rege-
nerada variaron de 30 a 60 %. Mediante la
caracterizacion por 13C RMN e IR se demos-
tr6 que la celulosa regenerada se encuentra
libre de lignina y hemicelulosas.

En un estudio comparativo sobre la diso-
lucién de muestras de bagazo y pino (23), se
manifiesta que el bagazo se disuelve mucho
mas rapido en el LI que el pino, a pesar del
mayor tamafo de particulas. El bagazo (<0,25
mm) se disolvi6 completamente en
[C,mim]Ac, a 110 °C al cabo de 16 h, mientras
que la disolucién completa del pino (0,125
mm) requirié 46 h bajo las mismas condicio-
nes. También se demostr6 que elevando la
temperatura disminuyen los tiempos de coc-
cién necesarios para la disolucién del mate-
rial. Por ejemplo, a 165 °C durante 10 minu-
tos, se disolvio el 97 % del bagazo y su diso-
lucién completa se logré mediante el calenta-
miento a 175 °C durante 10 min o 185 °C
durante 5 min. Esto debe realizarse de forma
cuidadosa porque el aumento de la tempera-
tura de disolucién puede provocar pérdidas
en los rendimientos de los productos.

La disolucién del MLC con LI (25) ocu-
rre por la liberacién completa de la mayoria
de los grupos funcionales de la matriz, lo
que lo convierte en un material més suscep-
tible al ataque por reactivos y catalizadores.
Con el objetivo de mejorar la disolucion del
material se han usado tratamientos con
microondas y ultrasonido y se ha demostra-
do que disminuyen los tiempos y tempera-
turas de disolucién sin afectar el rendi-
miento (15).

En un trabajo reciente (26), se utilizaron
como materiales experimentales madera y
paja sin tratar, que se disolvieron en
[Bmim]Cl y se calentaron con microondas en
un rango de temperaturas entre 80 y 170 °C
y/o bajo presion. La lignina se separé por
extraccion y la celulosa mediante la adicion



Tabla 2. Resultados de la disolucién del MLC en LI (4,15)

Liquido Iénico Tipo de MLC Confhcmnes Solubilidad (%)
experimentales
[Mmim]MeOSO.] Madera de arce molida 80°C,24h Muy baja
[C,mim][OAc] Astillas de abeto 90 °C 5%
[C,mim][OAc] Astillas de pino 0,125 mm 110°C, 46 h Disolucién completa
110°C, 16 h
[C,mim][OAc] Astillas de pino 0,125 mm Microondas 100 Disolucién completa
pulsos en 3 s
. . . 110°C, 23 h . )
[C,mim][OACc] Astillas de pino 0,125 mm Ultrasonido 1 h 40 °C Disolucién completa
[C,mim][OAc] Bagazo 0,25 mm 110°C, 16 h Disolucién completa
. < 100 °C, 24 h,
[C,mim][C] Alamo cosolvente DMSO 68 %
. 100 °C, 24 h,
[Cmim][CI] Roble cosolvente DMSO 56 %
. . 100 °C, 24 h, .
[Camim][C]] Eucalipto cosolvente DMSO 64 %

Bladera molida

Disolucion de la celulosa
en LI
La celulosa es el com-

Eecuperadoo

| Coocléin

|.4_| Liept elo Iémde o (L) |..__¢1£L1-l_,

ponente més abundante en

¥
Sddudm de
maclera LI

la biosfera y presenta
diversas aplicaciones
comerciales. Sin embargo,

el potencial de los materia-
les celulésicos no se ha

Filtraciém
‘ Lignina a1 Solucién

+

L
E saperaciot

]
dlel Solverhe )
1

¥

solvent es
F 3

aprovechado plenamente

Elecuperadon

¥
i

1
[]
[]
[}
o o

Liaterial ricoen
Cdulosa

Evaporaddn del |
Scdvente

dHO porque la celulosa no

e | puede ser disuelta en sol-

- + ventes convencionales,

5 i o o dA LI debido a su estructura
supramolecular.

Figura 2. Esquema de la disolucion, separacién y regenera-

cién de los componentes del MLC con LI.

de agua o etanol. Un proceso tipico para la
separacion del MLC en sus principales com-
ponentes se muestra en la figura 2.

Las hemicelulosas han sido los compo-
nentes menos estudiados para ser aislados
con LI. Algunos autores reportan que se eli-
minan durante los procesos de regenera-
cién-purificacién de la celulosa. Es posible
disolver completamente (24) el bagazo con
([C4mim]Cl), seguido por precipitacién con
una mezcla agua/acetona y extracciéon con
NaOH. Las hemicelulosas obtenidas por
este procedimiento son del tipo 4-O-metil-
d-glucuronoxilanos.
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En la literatura aparecen
reportados disimiles traba-
jos que demuestran que la
celulosa puede ser disuelta
en LI de manera eficiente
sin ningun tratamiento pre-
vio (3, 13, 14, 27 - 29) (tabla 3) y que puede
ser regenerada de diferentes formas (13, 15).

De las publicaciones revisadas se puede
deducir que el cloruro de 1-butil-3-metilimi-
dazolio ([Bmim]Cl) es el més usado y demos-
tr6 una capacidad de disolucién excelente
para celulosa. Se pueden preparar solucio-
nes al 10 % (w/w) a 100 °C y aumentar la
concentracién a través del tratamiento con
ultrasonido y microondas. La celulosa puede
ser facilmente regenerada a partir de las
disoluciones por la adicién de agua, mien-
tras que el LI puede ser reutilizado después
de la purificacién.



Tabla 3. Resultados de la disolucién de la celulosa en LI (4, 15)

Liquido Iénico Tipo de MLC | Condiciones experimentales| Solubilidad (%w)
[C,mim]Cl Celulosa 85 °C 15,8
[C,mim]Cl Pulpa 100 °C 10
[Cimim]Cl Pulpa Microonda 25
[Cqmim]|Cl Celulosa Avicel 100 °C 6,5
[Amim]Cl Pulpa 80 °C 14,5
[Amim]Cl MCC Ultrasonido 27

[C,mmim]Cl Pulpa 90-130 °C 12,8
[C,mPy]Cl Celulosa 105°C,12h 39
[C,mim]|F Celulosa Avicel 100 °C 60 min 2

[Ammim]Br Pulpa 80 °C 12

[Comim][OACc] Celulosa 85 °C 13,5

[C,mim][OACc] MCC 70 °C 28,5
[C,mim]|PF Pulpa Microonda Insoluble

El cloruro y formiato de 1-alil-3-metilimi-
dazolio (16, 27) también disuelven la celulo-
sa. Tienen menor punto de fusién, menor
viscosidad y mayor capacidad de disolucion
en comparacién con otros LI base imidazolio
con los mismos aniones. Un 5 % de celulosa
con grado de polimerizacién (GP) alrededor
de 650 se puede disolver rapidamente en
[Amim]Cl a 80 °C en 30 minutos, y se obtie-
ne una disolucién de 14,5 %.

Se ha demostrado que la serie alquil-
imidazolio que contiene aniones base fosfo-
nato tiene menor punto de fusién y viscosi-
dad, lo que facilita la disolucién de la celu-
losa. Se report6 que se puede obtener una
solucién al 10% de celulosa microcristalina
en [Emim][(MeO)HPO,] a 45 °C por 30
minutos (28). Una investigaciéon posterior
revelé que [Emim]|[Et2PO4] tuvo la capaci-
dad de disolver celulosa a 100 °C, para obte-
ner una solucion al 14 % (14). Algunos auto-
res (29) han probado una serie de LI que
contienen aniones tipo Brgnsted para disol-
ver la celulosa. Entre ellos, el [Bmim]Ac y
[Bmim][HSCH,CO,] fueron los solventes
mas eficientes para la disolucion de la celu-
losa microcristalina; se lograron soluciones
tan altas como el 15,5 % y el 13,5 % a 70 °C,
respectivamente. Para obtener disoluciones
mayores, estos autores emplearon sales de
litio al 1 %. Por ejemplo, la solubilidad de la
celulosa microcristalina puede aumentar al
19 % en [Bmim]Ac si contiene 1 % de LiAc.

La capacidad de los LI para disolver la
celulosa ha inspirado a muchos investigado-
res a explorar el posible mecanismo para
explicar este fenémeno. En los primeros estu-
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dios se pensaba que los iones, en especial los
aniones, podian romper los enlaces por
puentes de hidrégeno intra e intermolecula-
res en la celulosa, y disolver finalmente el
material (12, 27). Estudios recientes (30, 31)
demuestran que la energia de la interaccién
entre las cadenas del polisacédrido y el LI es
mas fuerte que la que ocurre entre las cade-
nas del polimero y el agua o metanol.
Aunque el anién tiene interacciones fuertes
con los grupos hidroxilos de la celulosa, los
cationes también interaccionan con los poli-
sacaridos a través de interacciones hidrofébi-
cas. Ademads, se observa que se altera preferi-
blemente la conformacién del enlace B-(1,4)-
glicosidico y que estos cambios no son rever-
sibles durante la regeneracion de la celulosa.
Este es un factor clave en el incremento de la
velocidad de la hidrélisis enzimatica de la
celulosa después de tratada con LI.

La disolucién de la lignina en LI

La lignina ha sido y atin es estudiada por
diferentes grupos de investigacién en el
mundo como fuente de productos quimicos
y nuevos materiales, ya que es imprescindi-
ble la revalorizacién de estos productos con
el fin de promover la aplicacién eficiente
del material lignocelulésico (32).

La lignina es més dificil de disolver que
los otros componentes de la lignocelulosa,
debido a los fuertes enlaces covalentes que
unen los mondémeros y su estructura com-
pleja. Se ha reportado la solubilidad de la
lignina aislada en algunos LI, y se ha demos-
trado (33) que la lignina de coniferas se
disuelve en [Mmim][MeSOy,] y



[Bmim][MeSO,] a temperatura ambiente.
Cuando la solucién se calienta hasta 50 - 70
°C, se disuelve mas rapidamente en
[Mmim|[MeSO,4], [Bmim] [MeSO4] ¥y
[Hmim][CF3SO3]; se obtienen soluciones
desde 275 a 344 g/L. Para LI base [Bmim]™* la
solubilidad de la lignina siguié el orden:
[MeSOy]- > CI" > Br- >> PFg". Por lo tanto,
se puede concluir que los aniones tienen un
efecto importante sobre la disolucién de la
lignina. Debido a la compleja estructura y
las fuertes interacciones intramoleculares de
la lignocelulosa, la lignina natural es mucho
mas dificil de disolver que la lignina pura.

Algunos investigadores estudian la sepa-
racién de la lignina a partir del MLC con LI
(34), donde el [Emim]Ac es utilizado en el
pretratamiento del 5 % (w/w) de madera
molida a 90 °C durante 24 horas. La mezcla
se lav6 con agua para remover el extracto del
s6lido residual. Después de la evaporacién
del agua, la solucién de [Emim]Ac es reutili-
zada para el pre-tratamiento de madera, y la
concentraciéon de lignina se incrementé.

La lignina se puede separar a partir de lig-
nocelulosa con LI que tengan como aniones
xilenosulfonatos y benzoatos (35), en un
rango de temperatura entre 100-180 °C. La
lignina puede ser separada por precipitaciéon
y extraccién. Otros autores plantean que es
dificil separar los productos derivados de la
lignina de las mezclas de reaccién ,debido a
las fuertes interacciones n-n entre el liquido
i6nico y la parte aromatica del polimero. Esto
trae como consecuencia que los productos
arométicos sean mas solubles en el liquido
i6nico que los compuestos alifaticos, y asi
aumenta la dificultad en la extraccion (21).

Hidrolisis del material lignocelulésico

La hidrélisis de la celulosa a azticares
fermentables es una etapa fundamental en
la conversién de biomasa a biocombustibles
y biomateriales, por lo que han sido revisa-
dos disimiles métodos con este objetivo (1).
Para que el MLC sea mas susceptible a la
hidrélisis, por lo general, es necesaria una
etapa previa para reducir la cristalinidad y
aumentar la porosidad del material. Los
métodos tradicionales no son eficientes e
incluyen: oxidantes, solventes organicos,
tratamientos mecénicos, hidréxido de cal-
cio y acidos minerales. Los LI constituyen
un nuevo tipo de pretratamiento que parece
indicar que no perjudica el entorno (2).
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Hidrélisis enzimatica del material lignoce-
lulésico (MLC)

Actualmente, se estan siguiendo dos
vias para hidrolizar el MLC con LI en azu-
cares fermentables. Una via es la hidrdlisis
enzimatica del material después de ser
disuelto en LI y regenerado en un antisol-
vente y la otra es realizar la hidrélisis (in
situ) sin regenerar el material.

Se ha informado (36) que la velocidad de
la hidrélisis enzimatica aumenta después
de tratar el MLC con LI. Por ejemplo, cuan-
do se trata paja de trigo con [Bmim]|Cl, se
alcanza un 70 % de conversién de los azu-
cares, mientras que cuando se trata con
agua la conversion es de 42 %. Otros auto-
res reportan que cuando se trata pulpa ter-
momecdanica de abeto con 1-alkil-3-metil-
imidazolio y el producto es regenerado con
agua, se obtiene un 60 % de conversién a
glucosa durante la hidrélisis enzimaética,
mientras que fue solo del 12 % cuando la
muestra no se trata.

En una prueba de extensiéon realizada
para obtener bioetanol a partir de paja de
trigo, se uso6 dietilfosfato de 1-metil-3-etilimi-
dazolio durante el pretratamiento (37). Este
estudio permitié establecer un proceso de
pretratamiento de la biomasa lignocelulési-
ca utilizando LI que facilita una posterior
hidrélisis enzimatica de esta. No fue infor-
mado en el trabajo la fuente de la enzima. La
fermentabilidad de los hidrolizados enziméa-
ticos fue evaluada empleando la levadura
Saccharomyces cerevisiae y la produccién de
etanol fue de 0,43 g/g de glucosa después de
26 horas de fermentacion. Ademas, se estu-
di6 el tiempo de vida 1til del LI, se constaté
que los rendimientos de azicares reductores
fueron superiores a 52 % después de 5 veces
de reciclado.

El uso de los LI en la hidrélisis enzimati-
ca de la celulosa tiene, entre otras ventajas,
alta selectividad, mayores velocidades de
reaccién y conversion a azucares reductores.
Sin embargo, hay que llegar a un compromi-
so entre las propiedades de los LI, la activi-
dad y estabilidad de las enzimas (38).

Hidrélisis acida del MLC

Se reporto la hidrélisis de la celulosa con
LI en presencia de acidos minerales como
catalizadores (39). Por ejemplo, cuando la
relacién de masa acido/celulosa se establecié
a 0,46, la produccion de azicares reductores



totales y glucosa fue 64 % y 36 %, respecti-
vamente, después de 42 minutos a 100 °C.
Otros estudios (40) han demostrado que los
rendimientos de aztcares reductores fueron
66, 74, 81 y 68 % para la hidrolisis de tallo
de maiz, paja de arroz, madera de pino y
bagazo de cana, respectivamente, en pre-
sencia de 7 % de acido clorhidrico, 100 °C y
presion atmosférica por 60 minutos.

Un trabajo reciente sobre el pretratamien-
to de especies maderables con LI en presen-
cia de 4cidos minerales indica que, junto con
la hidroélisis de la celulosa y la hemicelulosa,
también se degrada una cantidad significati-
va de lignina (41). Esto se demuestra median-
te cromatografia de gases y RMN-31P, por la
presencia de compuestos fendlicos que se
originan a partir de la lignina.

A medida que aumente el GP de la celu-
losa, se necesitan mayores tiempos de reac-
cién para alcanzar buenos rendimientos de
glucosa. Se supone (40) que el mecanismo
de hidrolisis de la celulosa en LI catalizada
por 4cidos minerales sigue un mecanismo al
azar (40). Durante el proceso de hidrélisis,
ocurre la ruptura de enlaces endo y exogli-
cosidicos. La formacién de oligoglucosas
fue mayor en la etapa inicial, al igual que en
los sistemas tradicionales de hidrélisis hete-
rogéneas. Estos fendmenos se confirmaron
posteriormente en el estudio de hidrélisis
de celulosa y lignocelulosa en LI catalizada
por acidos sélidos (42).

La depolimerizacién total de la celulosa
en azucares fermentables y demads deriva-
dos utilizando los LI es uno de los desafios
de las tecnologias de separacién, pero hasta
ahora no se ha logrado un método industrial
eficiente y econémico (43).

Otros acidos como el trifluoroacético y
LI acidos (Bronsted), también han sido utili-
zados como catalizadores en la hidrélisis de
la celulosa con resultados satisfactorios
(44). En 2010, se report6 un proceso mas
respetuoso para el medio ambiente, median-
te la conversién de biomasa con una mez-
cla liquido iénico-agua (45).

Conversion catalitica de lignocelulosa en
derivados del furfural

Se ha sugerido que muchas moléculas
derivadas de la biomasa pueden usarse
como intermediarios de bajo peso molecular
para la industria quimica. En 2004, el
Laboratorio Nacional de Energia Renovable
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propuso doce precursores que pueden ser
producidos a partir del MLC, a través de
transformaciones biolégicas o quimicas
para ser convertidos en productos quimicos
de alto valor agregado (46). Entre ellos, el 5-
hidroximetilfurfural (HMF), es reconocido
como un intermediario versatil entre la
industria de los biocombustibles y la del
petréleo.

Los primeros intentos en la obtencién de
HMF utilizando glucosa como materia
prima no dieron buenos resultados. No fue
hasta 2007 que se obtuvo (47) un rendi-
miento de 68 % de HMF en un sistema glu-
cosa-[Emim|Cl en presencia de CrCl,. Se
propuso que la glucosa se isomeriza a través
del intermediario CrCl,-enodiol a fructosa,
seguido por la reaccién de deshidratacion.
Los autores concluyeron que el catalizador
metélico interactuaba con la parte hemiace-
talica de la glucopiranosa, y que hubo poca
interaccién con los grupos hidroxilo de los
azucares. Los autores también opinan que el
anién CrCls- juega un papel importante en
la transferencia de protones, lo que facilita
la mutarrotaciéon de glucosa en fructosa.

Los primeros resultados satisfactorios en
la transformacion directa de la celulosa y
MLC en HMF (40) se muestran en la figura
3. Se evidencia que el tratamiento de
Celulosa Avicel (100 mg) con CrCl; o 6H,0
(10 mg) en [C,mim]Cl (2,0 g) e irradiacién
con microondas (400 W) por 2 minutos, pro-
duce un rendimiento del 62 % de HMF (37).
Sin embargo, cuando estos componentes se
calientan a 100 °C en un bafio de aceite por
240 minutos, la producciéon de HMF es solo
el 17 %, pero el rendimiento de aztcares
reductores totales es 45 %. Estos resultados
sugieren que la irradiacién con microondas
es la clave para una alta produccién de
HMF y que el CrCl;.6H,0 es capaz de cata-
lizar la hidrélisis de la celulosa. También se
debe mencionar que mediante este sistema
se obtiene HMF con rendimientos mayores
a 90 % cuando se emplea glucosa como
material de partida. Otros autores (45)
demostraron que es posible la obtencién de
HMEF bajo condiciones moderadas (< 140 °C,
1 atm), a partir de biomasa (tallos de maiz,
paja de arroz y madera de pino) con rendi-
mientos superiores al 89 %. En un estudio
similar se realiz6 la conversion directa de
celulosa-[Emim]Cl en HMF, utilizando
como catalizador un par de cloruros metéli-



Figura 3. Esquema de obtencién de HMF a partir de biomasa (15).

cos (CuCl, y CrCl,) bajo condiciones mode-
radas (80-120 °C) durante 8 h (48).

Se proponen dos variantes para el meca-
nismo de conversiéon de carbohidratos a
HMF (49). La via de la enolizacién cataliza-
da por Cr?*, a través de la formacion del
enodiol que es protonado en C-1 para obte-
ner una cetosa, la cual se deshidrata en
HMF. La otra variante, igualmente cataliza-
da por el Cr2* ocurre en un solo paso de la
aldosa a la cetosa por cambio de hidruro
entre el C 1,2. Se considera que tanto el
Cr2* como el anién haluro contribuyen a la
formacién del intermediario enodiol y el
cambio de hidruro entre el C 1,2 para for-
mar cetosa a partir de la aldosa. Otros cata-
lizadores también han sido eficientes para
la conversién de la glucosa en HME. Por
ejemplo, la conversién de glucosa de 98 %
con una selectividad del 99 % de HMF se
puede lograr utilizando 4cido molibdofosfé-
rico como catalizador en [Emim]|Cl y
acetonitrilo después de 3 horas a 120 °C.

Obtencion de otros productos

Los alcoholes de azicar son una familia
de productos que se producen generalmen-
te a partir de la hidrogenacién de los mono-
sacdridos. Dado que la celulosa puede ser
disuelta en LI, es légico que se desarrollen
los procesos para hidrogendlisis directa de
la celulosa en los alcoholes de azicar. La
depolimerizacién de celulosa fue publicada
recientemente en presencia de hidrégeno
gaseoso catalizada por la combinacién de
un catalizador metalico heterogéneo y un
catalizador homogéneo de rutenio (50). Los
autores comenzaron su estudio con la
hidrogenacién de 1,1-dietoxiciclohexano
utilizando una combinacién de catalizado-
res heterogéneos en presencia de 4cidos de
Lewis a 20 °C y una presiéon de 2 MPa de
hidrégeno; se obtuvo hetoxiciclohexano con
un rendimiento del 100 %. Estudios poste-
riores demostraron que este sistema cataliti-
co no fue eficaz para la hidrogenacién de
celobiosa. Sin embargo, se alcanzaron bue-
nos resultados en la conversién a sorbitol
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(43 %) cuando los
catalizadores hete-
rogéneos fueron
reemplazados por
un catalizador
homogéneo. Bajo
condiciones 6pti-
mas, el rendimiento fue del 51 % de sorbitol
usando celulosa como materia prima.
Experimentos complementarios confirma-
ron que todos los componentes del sistema
(hidrégeno, catalizador y agua) son necesa-
rios para que ocurra la reaccién y que el
papel del catalizador es actuar como un
agente de transporte de hidrégeno en los LI
a través de la formacién de hidruros.

Se informa la obtencién de un LI (51)
capaz de romper la estructura cristalina de
la celulosa mediante uniones reversibles a
través de los grupos hidroxilo, para aumen-
tar la solubilidad y la actividad catalitica,
asi como la alta conversion a hexitoles (76
al 93 %). Sin embargo, se encontré que en
ausencia de estos solo se logra una conver-
sibn del 15 % de celulosa a hexitoles
mediante la hidrogenacién, utilizando un
catalizador de Ru en [Bmim]Cl. Ademas, se
demostré que la celulosa se hidroliza facil-
mente a glucosa utilizando los LI con un
rendimiento del 95 % después de 5 horas a
80 °C. Ademds, el catalizador se recuperd
facilmente de la mezcla de reaccion y la
actividad se mantuvo después de cinco
veces de ser reutilizado.

Los alquilglic6sidos de cadena larga
son compuestos no iénicos con propieda-
des surfactantes excelentes, baja toxicidad
y buena biodegradabilidad. Tienen aplica-
ciones como cosméticos y detergentes,
emulsionantes alimentarios y agentes dis-
persantes de farmacos. Se report6 la con-
version catalitica de la celulosa en surfac-
tantes biodegradables utilizando un siste-
ma que contiene LI en condiciones mode-
radas (52). Estos investigadores constata-
ron que una resina puede catalizar la con-
version directa de celulosa en glucésidos
de alquilo con un rendimiento de masa de
hasta 82 %. Otros alcoholes como butanol,
hexanol y octanol se utilizaron en el estu-
dio, y los rendimientos totales de los ten-
soactivos variaron entre 7,2 y 91 %. La can-
tidad de agua en el medio de reaccion
juega un papel importante y su elimina-
cién puede facilitar la reaccién de glicosi-



dacion significativamente. Un trabajo muy
similar report6 que la celulosa en
[Bmim]Cl se transformé en alquil-glicési-
dos, en presencia de una resina 4cida (49).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Esta claro que la conversién de biomasa
en productos quimicos con alto valor afiadi-
do con los LI estda comenzando, y este com-
plejo desafio sin dudas requeriréd de la inte-
gracién de avanzadas tecnologias cataliticas
y de separacién. En este trabajo se han tra-
tado de resumir algunos aspectos relaciona-
dos con el tema; sin embargo, los autores
consideramos que el conocimiento es limi-
tado, aunque se avanza rdpidamente.

La disolucién del MLC para obtener
derivados de celulosa con diferentes fines
(productos que utilizan el polimero sin
degradar, obtencién de glucosa para bio-
combustibles, HMF y otros derivados) ha
sido el tema més ampliamente estudiado. A
pesar de que en el mundo se han obtenido
logros importantes, queda mucho camino
por recorrer para lograr escalar los resulta-
dos a la industria. La recuperacién de las
hemicelulosas y la valorizacién de la ligni-
na es un reto para la utilizacién del MLC
transformado por esta via.

Continta siendo imprescindible la solu-
cién de algunos problemas tales como la
sintesis a gran escala de LI de forma econé-
mica, la definicién de las vias de reciclado,
la eficiente separacion de los LI y los pro-
ductos obtenidos, el desarrollo de cataliza-
dores mas eficientes, los estudios de biode-
gradacién/bioacumulacién, asi como las
consideraciones de toxicidad y el manejo de
los LI.

La perspectiva de nuestro grupo de tra-
bajo se centra en probar la efectividad de los
LI en la obtencién de productos derivados
del bagazo, que han sido obtenidos median-
te tecnologias tradicionales, como es el caso
de los materiales base celulosa, furfural,
xilitol, sorbitol y etanol lignocelulésico.
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RESUMEN

Se realizé un estudio farmacoldgico del jugo de caiia deshidratado donde se evalué el
efecto acelerador de la cicatrizacion en heridas abiertas en la piel de ratas Wistar. Se
determiné la inocuidad en animales de experimentacién y se realizaron los estudios toxi-
coldgicos, segiin la metodologia descrita en el PNT/TEC establecida en el CEIEB. Los
resultados obtenidos indicaron que el jugo de cafia deshidratado aplicado a las ratas en
un tratamiento de 7 dias presenta efecto acelerador de la cicatrizacion. Las pruebas
oftalmicas con conejos de experimentacion, mostraron que no se produjeron lesiones en
los sitios de aplicacion, por lo que se obtuvo un indice de irritacién primario igual a 0,0;
lo que evidencia que el jugo de caiia deshidratado se puede clasificar como no irritante.
Ademads, con la aplicacién oftdlmica en la estructura ocular, se obtiene un indice de irri-
tacion de 1,0 puntos, por lo que se clasifica como no irritante. El producto no indujo toxi-
cidad aguda oral ni dérmica en los animales de experimentacion, por lo que se conside-
ra prdcticamente inocuo para los humanos cuando se aplica de forma aguda. Se hacen
innecesarios los estudios de toxicidad aguda a dosis superiores.

Palabras clave: jugo de cafia deshidratado, ensayos toxicolégicos, cicatrizacién de heridas.

ABSTRACT

A pharmacological study of dehydrated juice of sugar cane was carried out and the acce-
lerating effect on healing of open wounds was evaluated in the skin of Wistar rats. The
innocuousness was determined in experimental animals and toxicological studies were
carried out according to the methodology described in PNT/TEC and established in
CEIEB. The obtained results indicated that the dehydrated sugar cane juice applied on
rats, in a treatment of 7 days, presented an accelerating effect on cicatrization. The obtai-
ned results after administration of the product showed that no lesions remain in appli-
cation sites; therefore the Primary Irritation Index was 0,0, which evidenced that dehy-
drated sugar cane juice may be classified as no irritating. Ophthalmic test with experi-
mental rabbits showed that no lesions appeared in application sites, thus a primary irri-
tation index of 1,0, was obtained, which makes evident that dehydrated sugar cane juice
can be classified as no irritating, as well. The product did not induce oral or dermal acute
toxicily in experimental animals, so it was considered practically innocuous for humans
in an acute application, therefore studies on acute Toxicity to higher doses were not nee-
ded.

Keywords: dehydrated sugar cane juice, toxicological study, wound healing.
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INTRODUCCION

El jugo de cafa deshidratado es un polvo
de color beige claro que se obtiene a partir
de la extraccién del jugo de la cana de azi-
car en un molino de acero inoxidable, se fil-
tra y se concentra a vacio, y posteriormente
se seca en un secador por aspersion (1-5).
Presenta grandes diferencias con el aztcar
tradicional, puesto que no es un producto
refinado. Esto significa que en su elabora-
cién no intervienen productos que eliminen
los componentes naturales propios de la
cafla, como son sus minerales, sus vitami-
nas y otros tipos de carbohidratos.
Constituye, por tanto, un azacar natural
integral (6, 7).

Este producto puede ser usado directa-
mente como edulcorante o como materia
prima o complemento nutricional en la ela-
boracién de otros productos.

En su composicion, el azicar mayorita-
rio es la sacarosa (80 %), en tanto que la
fructosa y la glucosa estan alrededor del 2 %
(8). Contiene ademas fésforo, hierro, calcio,
magnesio, manganeso, cobre, zinc y vitami-
nas (6).

El aztcar granulada (sacarosa) ha sido
utilizada desde antes de la era cristiana y de
manera empirica, para la cicatrizacién de
heridas (9 - 11). En este trabajo se presentan
las propiedades de este producto natural, al
cual se le atribuye un efecto acelerador de la
cicatrizacion.

Para probar la toxicidad de compuestos
quimicos bien definidos o de mezclas com-
plejas se emplean animales de laboratorio
que pueden ser roedores o no. Es oportuno
senalar que los estudios de toxicidad aguda
no son un sinénimo de mortalidad porque
incluyen la evaluacién de signos asociados a
manifestaciones de toxicidad aguda y retar-
dada, asi como los posibles érganos diana
del dafo. Estas investigaciones generalmen-
te se diseflan para determinar la potencia de
téxicos en términos de DL50 (dosis letal
media) o CL50 (concentracion letal media) y
para detectar los efectos biolégicos adversos
durante un corto periodo de tiempo, causa-
do por una dosis Gnica o repartida en 24 h
de un agente determinado (12, 13).

Cuando un producto nuevo va a ser apli-
cado se hace necesario efectuar las pruebas
toxicologicas, toda vez que se hayan proba-
do sus efectos farmacolégicos, para evitar o
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disminuir el peligro que su utilizacién
entrana, asi como valorar la relacién riesgo-
beneficio (14, 15).

Con el desarrollo de este trabajo se reali-
za una evaluacion farmaco-toxicolégica del
jugo de cana deshidratado.

MATERIALES Y METODOS

Sustancia de ensayo

Se utiliz6 el jugo de cana deshidratado
obtenido por evaporacién y secado por ato-
mizacién en la planta de bioprocesos del
ICIDCA. Para el secado se utiliz6 un seca-
dor por aspersién tipo S-12, 5-R de 75 litros
de agua evaporada/hora (GEA Niro,
Gladsaxevej, Soeborg, Denmark), el que
opera en un sistema continuo. Los pardme-
tros de operacién utilizados fueron: tempe-
ratura de entrada 170 °C y de salida 85 °C y
una concentracién del jugo de 70 °Brix.

Ensayo de irritabilidad oftalmica

Se desarrollé la metodologia descrita en
el PNT/TEC/0208 (16) establecido en el
CEIEB. Se emplearon conejos albinos NZ
procedentes del CENPALAB con su corres-
pondiente certificado de salud y un peso
corporal de 1,8 a 2,0 kg.

A los conejos del estudio se les realiz6
un examen exhaustivo de la estructura
ocular antes de iniciar el ensayo. Se aplic6
0,1 g del producto objeto de estudio en el
fondo del saco conjuntival del ojo derecho,
el ojo izquierdo sirvié de control. Una hora
después comenzaron las evaluaciones de
las siguientes estructuras: la conjuntiva,
iris y cérnea. Las lecturas fueron realizadas
a la(s) 1, 24, 48 y 72 horas, segin la escala
de Draize para este ensayo. Los datos fue-
ron recogidos en los modelos habilitados al
efecto.

Estudio de la posible irritabilidad dérmica

Se desarrollé la metodologia descrita en
el PNT/TEC/0207 (17) establecido en el
CEIEB. Los conejos del estudio fueron depi-
lados a ambos lados de la columna vertebral
24 horas antes de iniciar el ensayo.
Posteriormente, se seleccionaron los sitios
de piel adecuados para el estudio y se apli-
caron 0,5 g del producto en 3 sitios de ani-
males diferentes, los cuales fueron cubier-
tos con parches de gasa estéril y fijados con



esparadrapo hipoalérgico durante 4 horas.
A continuacién, se retiraron los parches y la
zona se lavé con solucién salina fisioldgica.
Una hora después comenzaron las lecturas
de las variables edema y eritema. Las lectu-
ras fueron realizadas a la(s) 1, 24, 48 y 72
horas.

Estudio de toxicidad aguda oral

Se desarrollé la metodologia descrita en
la Guia de la Organizacién Econémica para
el Comercio y Desarrollo (OECD) #423 (18).
En el ensayo se conformé un grupo tratado
(hembras) que conté con tres animales.

La tarde noche anterior fue retirada la
comida de los animales. Transcurridas las
horas de ayuno se comenz6 la prueba.
Todas las ratas fueron pesadas para aplicar
una dosificacién exacta, de acuerdo con el
peso.

La sustancia se administr6 a la dosis
limite de 2000 mg/kg de peso del animal, de
manera tal que se suministré una sola toma
de 4 ml por 200 g de peso del animal.
Transcurridas 2 a 3 horas de la administra-
ciéon de la sustancia, se procedi6é a colocar
nuevamente la comida.

Después de la administracion se realiza-
ron las observaciones y se anotaron siste-
maticamente en los registros individuales
para cada animal, varias veces durante el
primer dia y al menos 1 vez al dia para los
13 restantes.

Atendiendo a que la via de administra-
ciéon fue oral, se incluyeron los signos de
toxicidad retardada.

Estudio de toxicidad aguda dérmica

Se desarrollé la metodologia descrita en
la Guia de la OECD #402 (19).

En el ensayo se conformaron dos grupos
(machos y hembras) que recibieron el pro-
ducto en estudio. Los grupos estaban com-
puestos por cinco animales cada uno. Al
inicio del experimento todas las ratas fue-
ron pesadas para aplicar una dosificacion
exacta de acuerdo al peso.

La sustancia se administré una dosis de
2000 mg por kg de peso del animal. El
volumen fue de 4 ml. El sitio de aplicacién
se cubri6 con una almohadilla de gasa
atada de forma segura a la piel y toda la
region fue cubierta con una banda de goma
elastica hipoalergénica y enrollada en la
region media del cuerpo, para evitar que el
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animal pudiera lamerse la zona de aplica-
cién con el consecuente falseamiento de
los resultados.

La sustancia en estudio se dej6 en con-
tacto con la piel durante 24 horas, transcu-
rrido este tiempo se removié la cubierta y el
agente residual fue eliminado con solucién
de cloruro de sodio al 0,9 % y con la ayuda
de una almohadilla de gasa estéril.

Después de la administracion, se realiza-
ron las observaciones y se anotaron siste-
maticamente en el registro individual para
cada animal, varias veces durante el primer
dia y al menos una vez al dia para los 13 res-
tantes.

Para los 2 ensayos de toxicidad aguda,
las pesadas de las ratas se realizaron en los
tiempos siguientes: 1, 7 y 14 dias.

Al final del ensayo se procedi6 a sacrifi-
car los animales con sobredosis de pento-
barbital sédico. Se siguieron los procedi-
mien de refinamiento que se emplean
actualmente en toxicologia experimental.

Se analizaron los 6rganos (pulmones,
corazén, bazo, rifiones y estémago u otro,
que durante los dias de observacién, mani-
fest6 signos clinicos) para hallar si se
encontraba alguna afectacion, entonces se
tomaron muestras para su procesamiento
histopatolégico.

Cicatrizacion

Se desarrollé la metodologia descrita en
el PNT/TEC/0125 (20) establecido en el
CEIEB. El ensayo se realizé en una especie
roedora (rata), con un minimo de 5 anima-
les por grupo y de un solo sexo; en este caso
se emplearon ratas machos pertenecientes a
la linea Wistar y procedentes del Centro
para la Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB) y con su corres-
pondiente certificado de salud.

Las ratas se mantuvieron en condiciones
de cuarentena y aclimatacién segtn lo esta-
blecido. El acceso al agua y la comida fue ad
libitum. El tiempo que duré el ensayo fue de
12 dias (5 de aclimatacién y 7 de prueba).

Las ratas fueron distribuidas de forma
aleatoria dentro de los diferentes grupos.

A las ratas se les retir6 el alimento la
tarde noche anterior al experimento.

En el ensayo se confeccionaron 3 grupos:

* Control sin tratamiento.

* Sulfadiazina de plata.

* Jugo de cana deshidratado.



A todas las ratas se les practicé una
herida en la region dorso-escapular de la
forma siguiente. Primeramente, a los anima-
les se les rasur6 dicha zona, en un area no
menor del 10 % de la superficie corporal,
utilizando para ello primero una tijera curva
y después una maquina de rasurar.

Para proceder a efectuar las heridas se
anestesiaron los animales con Tiopental
s6dico (40 mg/kg); para ello, se utilizo la via
de administracién intraperitoneal. Posterior-
mente, la zona depilada de las ratas fue des-
infectada con una solucién de etanol al 70 %.

Se realiz6 una incisién de 10 mm de dia-
metro, con el empleo de un biétomo, y se
eliminé el tejido subcutaneo.

El sacrificio se llev6 a cabo al séptimo
dia de haber comenzado la experiencia.
Después del sacrificio se tomaron muestras
de las zonas donde se habia practicado la
herida, para efectuar los correspondientes
estudios.

Los resultados fueron analizados utili-

zando el programa STATGRAPHICS
Centurion XV.
RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo de irritabilidad oftalmica

En la tabla 1 se observan los resultados
correspondientes a este ensayo. Durante el
periodo de prueba se produjeron reacciones
eritematosas, asi como secreciones en la
conjuntiva, las que desaparecieron a las 24

Tabla 1. Resultados del estudio de
irritabilidad oftalmica

. X (Conjuntiva+Iris+Cérnea)
Animal =™ 24 | 48h | 72h
b 12 0 0 0
TOTAL 12

horas, sin dejar danos en el iris. La cérnea
no resulto afectada durante el tiempo que se
observo.

Se obtuvo un indice de irritacién igual a
1,0 puntos, lo que permite clasificar al gua-
rapo deshidratado como no irritante.

Desde el punto de vista clinico, no se
produjeron alteraciones en los animales de
experimentacion.

Ensayo de irritabilidad dérmica

La adminsitracién del producto, en este
ensayo, no causo lesiones eritematosas ni
edematosas en los sitios de aplicacién por lo
que se obtuvo un indice de irritacién pri-
mario igual a 0,0; lo que evidencia que el
guarapo deshidratado, en este aspecto, se
puede clasificar igualmente como no irri-
tante. Desde el punto de vista clinico, no se
produjeron alteraciones en los animales del
estudio.

Estudio de toxicidad aguda oral

En la tabla 2 se muestran los resultados
de las observaciones durante los 14 dias del
ensayo, para la dosis utilizada.

Tabla 2. Signos clinicos

Signos clinicos Dias

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Ojos R N N - - - - -
Mucosas T - _ R . N
Sist. respiratororio e e T I - - - - -
Circulatorio e - - _ - -
Auténomo T - - _ - -

Nervioso central e N N

Mudanza de pelo e

Temblores -l -] -0 -] -

Convulsiones T

Salivacién N T I

Piel

Sedacién e N T

Somnolencia - - - R R

Muerte - - - - -

Otros
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Tabla 3. Variacion en el peso corporal (gramos de los

animales en ensayo)

que se decidi6é no efectuar su
estudio patolégico.

Grupo Tiem po (dias) Estudio de toxicidad aguda
1 7 14 dérmica

I 168+13,86 198,67+15,95 | 207+16,64 En la tabla 4 se muestran

I |170,33+15,63 |195,67+15,04 | 204+12,12 los resultados de las observa-

Como se puede observar, cuando se
empled la dosis de 2000 mg/kg, no se repor-
taron signos clinicos en ninguno de los ani-
males estudiados.

En la tabla 3 se muestran los resultados
obtenidos para el peso corporal (en valores
medios y desviacién estdndar) para los dias
1, 7 y 14 de la experiencia de los grupos
sometidos a estudio.

Se puede apreciar que los dos grupos
tratados tuvieron ganancia en peso, entre
las pesadas efectuadas.

Las muestras tomadas de los 6rganos
seleccionados no presentaron afectaciones
desde el punto de vista macroscépico, por lo

ciones durante los 14 dias
del ensayo, para la dosis uti-
lizada.

Se constata que no se reportaron signos
clinicos en ninguno de los grupos estudia-
dos.

En la tabla 5 se muestran los resultados
obtenidos para el peso corporal (en valores
medios y desviacién estdndar) para los dias
1, 7 y 14 de la experiencia de los grupos
sometidos a estudio.

Los dos grupos tratados tuvieron ganan-
cia en peso, durante todas las pesadas efec-
tuadas. Se encontré diferencia estadistica
en la mayoria de los dias en que se efectua-
ron las pesadas, lo cual lo demuestran las
letras diferentes.

Tabla 4. Signos clinicos observados en la determinacién de toxicidad aguda dérmica

Dias

Signos clinicos

7 8 10 11 12 (13 (14

Ojos - - - - -

Mucosas - - - - -

Sist. respiratororio - - - - -

Circulatorio - - - - -

Auténomo - - - - -

Nervioso central - - - - -

Mudanza de pelo A i e

Temblores - - - - -

Convulsiones - - - - -

Salivacién - - - - -

Piel

Sedacién - - - - -

Somnolencia - - - R R

Muerte - - - - -

Otros - - - - -

Tabla 5. Variacién en el peso corporal (gramos de los

animales en ensayo)

Las muestras tomadas de
los érganos seleccionados no

G Tiem po (dias) presentaron afectaciones
TP o 1 7 14 desde el punto de vista

1 | 212+15,52a | 222+13,02a | 247,4+8,73b macroscopico, por lo que se

| 186,2+3,19a | 194,4+4,3b | 206,1+5,2¢ decidi6 no efectuar su estudio

a, b, c: significacion estadistica (p<0,05)
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Cuando se administra de forma aguda el
producto a la dosis limite, no se producen
efectos t6xicos sobre los animales en prueba.

Cicatrizacién

En la tabla 6 se presentan los resultados
obtenidos en cuanto al area de la herida en
los animales de experimentacién. Se obser-
va que los valores van disminuyendo, a
medida que pasa el tiempo y se administra
el tratamiento entre los diferentes grupos un
mismo dia, en valores medios y desviacion
estandar.

Como puede apreciarse, el grupo que no
recibe tratamiento alguno, disminuye lige-
ramente y se observan diferencias entre el
primer dia y los restante no mas ocurre asi
entre los 6 dias de tratamiento que no difi-
rieron entre si.

En cuanto a los otros dos grupos, existen
marcadas diferencias entre los dias como
puede apreciarse y al terminar el experi-

mentos tanto la sulfadiazina de plata como
el grupo tratado con el jugo de cana deshi-
dratado muestran valores de 3,8 y 3,0 cm
respectivamente contra 10 mm al comenzar
la prueba.

En la tabla 7 se muestran los resultados
obtenidos en cuanto a los andlisis histopa-
tolégicos.

De los resultados obtenidos se puede
apreciar que, tanto la sulfadiazina de plata
como el jugo de cana deshidratado, mostra-
ron efecto acelerador de la cicatrizacion,
esto viene dado por el hecho de que ambos
tienden a la fase II, es decir, mayores epite-
lizacién y maduracién de la piel y esta
informado previamente que el mejor com-
portamiento se obtiene cuando los produc-
tos tienden a la fase II, en vez de a la fase L.

Como se observa, los mayores valores
estan dados para el jugo de cafa deshidrata-
do, seguido por la sulfadiazina que fue
tomada a manera de control positivo.

Tabla 6. Disminucién del area con el transcurso del tiempo en valores

medio y desviacion estandar

Dias
Grupo
1 2 3 4 5 6 7
X 10a | 8,8b 8,8b 8,4b | 7,8b | 7,8b | 7,8b
Control
+ d.s 0 0,45 0,45 0,55 | 0,84 | 0,84 | 0,84
X 10a | 8,8b | 8,4bd | 7,6d | 6,2c | 4,0e 3,8f
Sulfadiazina
de Plata + d.s 0 0,45 0,05 0,89 1,3 0,71 | 0,45
X 10a | 8,2b | 7,20b | 5,4c 5C 3,6d | 3,0e
Jugo de caia
deshidratado + d.s 0 1,3 0,45 0,89 | 0,71 | 1,14 | 0,17
a, b, ¢, d, e : Significacion estadistica (p< 0,05), d.s: desviacion estandar
Tabla 7. Resultados histopatolégicos del guarapo CONCLUSIONES

43

Epitelizacion Maduracion de . Con 1 licacion oftalmi
de la epidermis la dermis on ‘a aplicacion oftalmica
Grupo € p del guarapo deshidratado en
P (%) (%)

la estructura ocular, se
Fasel | Fasell Fase 1 Fase II obtiene un indice de irrita-
I Control 66,66 6,6 20 40 cién de 1,0 puntos, lo que lo

II Sulfadiazina clasifica como no irritante.
de Plata 20 30 20 73,3 * El jugo de cana deshidrata-
11 Jugo de do pasa satisfactoriamente
cafa 13,3 60 . 100 la prueba de irritabilidad
deshidratado dérmica y se clasifica como

no irritante.



El producto no indujo toxicidad aguda
dérmica en los animales de experimenta-
cién, por lo que se considera practica-
mente inocuo para los humanos cuando
se aplica de forma aguda. No son necesa-
rios estudios de toxicidad aguda a dosis
superiores.

El jugo de cafa deshidratado no produjo
toxicidad aguda por la via oral en los ani-
males de experimentacién con el empleo
de la dosis limite; se consider6 como sin
clasificar, por lo que no resulta necesario
estudiarlo con dosis superiores.

Los resultados obtenidos indicaron que
el jugo de cana deshidratado en el trata-
miento de los 7 dias presenté efecto ace-
lerador de la cicatrizacion.
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RESUMEN

Se discute el sistema de ecuaciones que conforma un modelo matemdtico del proceso de
coccion de las masas cocidas finales en los tachos, que serd empleado en la parte 2 del
presente trabajo para simular el proceso frente a diferentes alternativas de control ideal.
Teniendo en cuenta la aplicabilidad del ensayo de Actividad Metanogénica Especifica, en
este trabajo se utiliza este método, como herramienta de control para el estudio de la
digestion anaerobia, empleando como sustrato vinazas de destilerias con diferentes con-
tenidos de sulfato e igual carga orgdnica en términos de DQO y DBO. Los resultados evi-
dencian que al utilizar la vinaza de menor contenido de sulfato, se obtiene una produc-
cion de metano mayor, lo que trae consigo un mayor valor de Actividad Metanogénica
Especifica. De esta forma, se corrobora la necesidad de obtener vinazas con bajos conte-
nidos de sulfato en la fermentacién alcohdlica si se pretende emplear como tratamiento
de las mismas un proceso anaerébico.

Palabras clave: Actividad Matanogénica Especifica, AME, digestiéon anaerobia, vinaza
de destileria.

ABSTRACT

The Specific Methanogenic Activity Test is used in present paper taking into account its
applicability as a monitoring tool for the study of anaerobic digestion, using as substrate
slops from distilleries with different sulphate content and equal in terms of the same orga-
nic load in terms of COD and BOD. The results show that using the lower sulphate-con-
tent slops content it results in a higher methane production, which contribute with a hig-
her value of Specific Methanogenic Activity. Thus, it corroborates the necessity to reduce
sulphate content in vinasses from alcohol fermentation if the anaerobic treatment is
going to be used.

Keywords: Specific Methanogenic Activity, SMA, anaerobic digestion and stillage disti-
lleries.
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INTRODUCCION

Actualmente, el estudio del proceso de
sulfato-reduccién en la digestiéon anaerobia
estd adquiriendo gran interés, debido a su
posible aplicacién para el tratamiento de
aguas contaminadas con metales pesados en
reactores sulfato-reductores, en los que la
eliminacién conjunta del sulfato y los meta-
les produce sulfuros metalicos como preci-
pitados insolubles, con el inconveniente de
que el producto gaseoso de este proceso
anaerobio, el biogas, se encontrard empo-
brecido de metano (CH,) y con un alto por-
ciento de sulfuro de hidrégeno (H,S), por la
inhibicién de la etapa de metanogénesis (1,
2). De forma general, la aplicacion de un
proceso de digestién anaerobia como alter-
nativa de tratamiento a efluentes ricos en
sulfatos, trae consigo la coexistencia de bac-
terias sulfato-reductoras (BSR) con los
microorganismos metanogénicos involucra-
dos en este mecanismo (3, 4), para producir
un biogas con bajo poder calérico, necesita-
do de un proceso de desulfurizacién poste-
rior, para su uso como biocombustible.

En el campo de la industria azucarera,
los efluentes liquidos del proceso de pro-
duccién de aztcar y etanol pueden ser
empleados para la produccién de biogas,
donde las vinazas o mostos de destilerias
son los que més potencial poseen para este
fin; sin embargo, es el efluente que mayor
contenido de sulfato presenta en su compo-
sicién (5), aspecto que puede ser minimiza-
do desde el proceso de obtencién de etanol,
si se trabaja con acidos y sales nutrientes no
azufradas en el proceso de fermentacion (6),
para poder obtener vinazas de mas bajo con-
tenido de sulfato. De esta manera, en el pro-
ceso de digestion anaerobia a partir de vina-
zas de destilerias, habra menor crecimiento
y desarrollo de las bacterias sulfato-reducto-
ras (BSR) y mayor en las bacterias metano-
génicas porque disminuird la competencia
de sustratos intermediarios entre estas bac-
terias, y asi el biogas obtenido en el trata-
miento de efluentes de menor contenido de
sulfato se vera favorecido (2-4), aspecto que
puede ser estudiado en ensayos de
Actividad Metanogénica Especifica (AME).
Esta es una importante herramienta para el
estudio y monitoreo de los procesos de
digestién anaerobia, segiin varios autores
(7-11), ya que el ensayo puede ser utilizado
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para la determinacién de la capacidad de
asimilacién que tienen las bacterias meta-
nogénicas para producir biogas a partir de
diferentes sustratos.

De ahi que el objetivo de esta investiga-
ciéon sea emplear el Ensayo de Actividad
Metanogénica Especifica, como herramienta
de control, para el estudio del proceso de
digestién anaerobia con vinazas de destile-
rias de diferentes contenidos de sulfatos,
como sustrato.

MATERIALES Y METODOS

El estudio de la digestion anaerobia,
mediante el AME, comprende la utilizacién
de un mismo tipo de sustrato (vinaza de
destilerias a partir de la fermentacién de
mieles finales de cana). Las vinazas utiliza-
das fueron de la misma procedencia, por lo
que para evaluar el comportamiento de la
digestién anaerobia en presencia de altos
valores de sulfato, se afiadi, a una misma
fuente de obtencién de vinaza, el doble de
su contenido de sulfato, ademas de sulfato
de magnesio (MgSO,) (12), con el fin de eli-
minar la interferencia de la conversion de
DQO a metano. Se logré asi evaluar vinazas
de iguales cargas contaminantes y diferen-
tes valores de sulfato.

Existen diferentes protocolos a nivel
mundial para determinar el AME, que pre-
sentan diferencias en términos de la con-
centraciéon del inéculo utilizado, el tipo y
concentracion del sustrato, la relacion ali-
mento/microorganismos, el tipo y concen-
tracién de nutrientes y el tiempo de incuba-
cién. De esta forma, la desventaja del méto-
do radica en que solo es posible utilizarlo en
términos comparativos, cuando las condi-
ciones o fases operacionales sean iguales en
los reactores anerobios a comparar (13).

La fuente de in6culo, comtn para cada
reactor anaerobio empleado en el estudio,
fue procedente de un digestor UASB a esca-
la industrial que trata vinazas de destileria;
de ahi que sea posible, no tener en cuenta,
la variable de tiempo de incubacién, antes
de la adicién del sustrato.

Se evaltia también en este estudio la
AME del indéculo, utilizando acetato de
sodio como sustrato (1 g DQO/L), con el
objetivo de determinar la maxima produc-
ciéon de metano, que el lodo empleado



(inéculo) puede transformar, a partir de un
sustrato de facil degradacion, con micronu-
trientes solo en esta condiciéon del ensayo
(14). La composicién de los micronutrientes
utilizados se describe en la tabla 1.

Tabla 1. Composicién de los micro-
nutrientes

Medio g/L
NaHCO, 0,4
NH,CL 0,28
MgS0,.7H,0 0,1
Extracto de levadura 0,1
K, PO, 0,25
CaCL,H,0O 0,01
Solucién de elementos

1 mL
trazas

La caracterizacion del lodo y del sustra-
to (vinaza) fue realizada segtn los procedi-
mientos descritos (15) para aguas y aguas
residuales.

Estos micronutrientes, una vez pesados,
se disuelven en un litro de agua destilada,
se le adiciona 1 ml de solucién de elemen-
tos traza y se esteriliza en la autoclave a 121
°C durante quince minutos.

Los elementos trazas utilizados (tabla 2)
se pesan y se disuelven en un litro de agua
destilada y solo se toma 1 mL.

Tabla 2. Composicién de la solucién de
los elementos trazas

Solucion de elementos Valores
trazas (mg/L)
FeCL, .4H,O 2000
ZnCL, 50
CuCL, .2H,0 38
MnCL,.4H,0 500
(NH,) 6Mo00,,.4H,0 50
AICL,;.6H,0 90
CoCL,.6H,O 2000
NiCL,.6H,0 152
NaSeO.5H,0 164
EDTA 1000
Rezarsurina 200
HCI 36 % 1 mL

Para las dos condiciones del ensayo,
cuando se utiliza vinaza como sustrato, la
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concentracion de la biomasa en cada frasco
(sélidos suspendidos volatiles (SSV), asi
como la cantidad de lodo a adicionar, se cal-
cularon segtn los balances de materiales de
las ecuaciones 1, 2 y 3 para mantener una
relacion 1:1 de alimento-microorganismo,
relacién recomendada para realizar el ensa-
yo de AME (12, 13). Por tanto, se deben
cumplir que los kilogramos de DQO de
vinaza/ SSV lodo =1.

Se utilizaron como reactores, frascos de
400 ml y condiciones anaerobias; en cada
uno se burbuje6 nitrégeno durante 5 min,
antes de cerrar herméticamente los frascos.

Base de calculo: 380 de volumen efecti-
vo de reactor.

Winaza* C =Vlodo*C ec. 1
\Winaza * DQO\/inaza:1 _—
Vlodo * SSViodo
\AodO:Vrrezcla* DQOvinaza cc. 3
SSVIodo + DQOvinaza
donde:

Vvinaza: Volumen de vinaza (ml)

Vlodo: Volumen del lodo (ml)

Vmezcla: Volumen de la mezcla vinaza y
lodo a anadir al reactor (ml)

De esta forma, se conoce cuanto hay que
adicionar de lodo y vinaza para mantener la
relacion de alimento/microorganismo igual
a uno y ocupar el mayor espacio dentro del
reactor (380 ml de 400 ml).

La temperatura de trabajo fue controlada
a 30 °C. El metano producido como resulta-
do del proceso de biometanizacién fue
cuantificado por el método de desplaza-
miento utilizando NaOH al 3 % y a medida
que el biogés pasa a través de estas solucio-
nes de pH > 12, el CO, del biogas se con-
vierte en carbonato y es adsorbido dentro
del liquido. Unicamente el gas metano pasa
a través de la soluciéon y un volumen equi-
valente es impulsado fuera de la botella de
Mariotte (figura 1) (16).

Las mediciones fueron realizadas cada
30 min, se realizaron tres réplicas para cada
condicioén del ensayo y se graficaron los pro-
medios de los resultados de los desplaza-
mientos acumulados de metano (CH, vs.
tiempo) para determinar la maxima veloci-
dad de produccién de CH, en el tiempo (16).



Figura 1. Diagrama de preparacién del
ensayo de AME.

Para el célculo de la actividad metanogé-
nica especifica (AME) se utiliza la ecuacion
4 (14, 16).

dVCH4/dt*24
FC*V*™V

AEM =

donde:

FC: Factor de conversion CH; mL /g
DQOjiminado @ 30 °C = 405 (16).

dVCH,/dt: Velocidad de produccién de CHy.
Valor de la pendiente en el periodo de
tiempo que se observa la maxima veloci-
dad (mL/h)

V: Volumen efectivo de liquido en el vial (L)

SSV: Sélidos suspendidos del inéculo (g/L)

=gDQOCH 4/ gSSV.d

ec. 4

La AME se expresa en g DQO CH,/g
SSv.d

De la grafica confeccionada se escoge
para el valor de dVCH,/dt la mayor pen-
diente entre dos puntos consecutivos y se
calcula la AME segtn la ecuacion 4.

RESULTADOS

Las caracteristicas de las vinazas emple-
adas como sustrato en el ensayo de biode-
gradabiliadad del test de AME se reportan
en la tabla 3.

La caracterizacién del lodo utilizado
como in6culo arrojé que poseia un conteni-
do de sélidos de: SST = 27720 mg/L, SSF =
8920 mg/L y SSV = 18800 mg/L.

La cantidad de lodo y de vinaza a adi-
cionar en cada reactor se calcula segin
ecuaciéon 1-3. De esta forma, se conoce
cuénto hay que adicionar de lodo (302 ml) y
vinaza (78 ml) para mantener la relacion de

alimento/microorganismo igual a uno y

ocupar el mayor espacio dentro del reac-

tor (380 ml de 400 ml).

VlOdOZ380*72618/(18800+72618)=302 ml
Vvinaza = 380-302 = 78 ml

Como se observa en la tabla 4, para cada
condicién estudiada el tiempo méaximo de
experimentacién fue de 5 horas (300 min.),
para cada condicién de experimentacion, lo
que evidencia que el lodo estuvo adaptado
previamente a este tipo de sustrato de dificil
degradacién como son las vinazas de desti-

Tabla 3. Caracteristicas de las vinazas empleadas en el ensayo AEM

Parametros | Unidades Vinaza con menor Vinaza con mayor
contenido de sulfato | contenido de sulfato

DQO mg/l 72618 72 618

DBO mg/] 32 500 32 500

pH mg/l 4,09 4,09

SSV mg/l 7660 7660

ST mg/l 63 360 63 360

STF mg/l 18 200 18 200

STV mg/l 45 140 45 140

SST mg/l 10 900 10 900
Nitrégeno mg/l 840 840

Calcio mg/l 0,29 0,29
Foésforo mg/l 0,5 0,5
Sulfato mg/1 2343 4343
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Tabla 4. Resultados de las mediciones de desplazamiento del
liquido por el CH, producido en cada experimentacién

Tiempo Desplazamiento (ml)
(min)
Patron de Vinazas con 2,3 g/l | Vinaza con 4,3 g/l
acetato de sodio de sulfato de sulfato

30 0 0 0

60 21,0 0 0

90 41,6 0,4 0,6
120 58,3 2 3,2
150 64,5 14,8 11,4
180 64,5 26,4 19,8
210 64,0 33,2 24,7
240 64,5 34,4 27,5
270 64,0 35 28,4
300 64,0 35,2 28,8

Valores reportados en promedio

leria, al compararlo con los resultados que
arroja el acetato de sodio empleado como
sustrato patron.

En la figura 2 se grafican los resultados
de la producciéon de metano en ml de des-
plazamiento en funcién del tiempo (min) de
experimentacion.

Figura 2. Produccién de metano en funcion
del tiempo para cada condicién de experi-
mentacion.

Los resultados evidencian (figura 2) que la
maxima produccién de metano ocurre cuan-
do se adiciona al lodo un sustrato de facil
degradacion como es el acetato de sodio
(curva patrén). La curva de menor pendien-
te es la de la vinaza de mayor contenido de
sulfato (sulfato 4,3) y donde menor cantidad
de metano tiene el biogéas producido.
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Al comparar las vinazas empleadas
como sustrato se observa que hay mayor
produccién de metano cuando se emplean
vinazas de menor contenido de sulfato, lo
que trae consigo que, al obtener en la fer-
mentacién alcohdlica a escala industrial,
vinazas con menor contenido de sulfato
para su tratamiento por digestién anaerobia,
se obtenga mayor cantidad de metano por
gramo de biomasa. De esta forma, el biogas
a obtener tendra mayor poder calérico.

Los valores de AME para cada condicién
son los siguientes: 1,7; 0,76 y 0,46 g
DQOCH,/gSSVd cuando se emplea acetato
de sodio, vinaza de menor contenido de sul-
fato y vinaza de mayor contenido de sulfato,
respectivamente. Comparando estos resul-
tados, se corrobora que se obtiene mayor
porciento de metano en el biogés, cuando se
tratan anaer6bicamente sustratos de menor
contenido de sulfato. El bajo valor de AME
(0,46) supone la presencia y proliferaciéon
de las BSR en el consorcio bacteriano, com-
parado con las BM, aspecto que puede ser
estudiado y verificado posteriormente en
ensayos microbiolégicos (4, 17).

Debido a la falta de una metodologia
estdndar para el estudio de la digestién
anaerobia mediante el test de AME, utili-
zando efluentes liquidos (4), los resultados
de estos ensayos, serdn muy utiles a la
comunidad cientifica, en términos compa-
rativos, cuando se empleen vinazas de des-
tilerias para obtener biogas.



CONCLUSIONES

El ensayo de Actividad Metanogénica
Especifica es un anélisis de laboratorio que
puede utilizarse como herramienta para
interpretar y conocer la dindmica bacteriana
que se desarrolla en un reactor e incidir en el
proceso de digestién anaerobia (mediante
cambios operacionales) sin afectar el proceso
industrial.

Los resultados evidencian que hay una
mayor produccién de metano cuando se
emplean sustratos de menor contenido de
sulfato, lo que hace necesario obtener vina-
zas de este tipo en la fermentacién alcohéli-
ca, si se pretende emplear como tratamiento
de las mismas un proceso anaerébico.
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RESUMEN

Se presenta la obtencién y caracterizacién fisico-quimica de un derivado de celulosa por
funcionalizacién con grupos carboximetilicos y bencilicos. Estos ultimos le confieren
cardcter hidréfobo al polisacdrico. En el espectro RMN CP/MAS 13C aparecen picos que
corroboran la modificacién de la celulosa. La sefial correspondiente al grupo carboxime-
tilo se constata a 178,5 ppm y la de los aromdticos se observa a 129,2 ppm y 138-140 ppm.
EI andlisis cualitativo por difraccién de rayos X (DRX) permite identificar los principales
planos cristalinos para la celulosa I y II, antes y después de la derivatizacion. Por tulti-
mo, el comportamiento macromolecular en solucién evaluado por viscosimetria muestra
que el polimero carboximetilado tiene un comportamiento polielectrolitico tipico que
varia al incrementarse la fuerza iénica, mientras que en el derivado funcionalizado con
ambos grupos se aprecia una tendencia a la disminucién en la viscosidad reducida, si
esta se compara con el material de partida. EI comportamiento es similar, independien-
temente de la fuerza iénica del medio.

Palabras clave: celulosa, carboximetilbencilcelulosa, polimero hidrofébico.

ABSTRACT

In this paper a cellulose derivative was obtained by the insertion of carboxymethyl and
benzyl groups, these latter confer hydrophobicity to the polysaccharide. The 13C CP| MAS
NMR spectrum showed peaks that corroborate the modification of cellulose. The corres-
ponding signal to carboxymethyl and aromatic groups appear at 178.5 ppm and 129.2
ppm and 138-140 ppm respectively. Qualitative analysis by XRD allowed the identifica-
tion of the main crystal planes for cellulose I and II before and after derivatization.
Finally, the macromolecular behavior in solution, measured by viscosimetry, showed that
the carboxymethylated polymer exhibited a typical polyelectrolyte behavior that varies
with increasing ionic strength, while for the derivative functionalized with both groups
shows a decreasing trend in the intrinsic viscosity, if this is compared with the starting
material. The behavior is the same regardless of the medium ionic strength.

Keywords: cellulose, carboxymethylbenzylcellulose, hydrophobic polymer.
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INTRODUCCION

Los polimeros solubles en agua modifi-
cados hidrofébicamente han atraido la aten-
cion de la comunidad cientifica, por abrir
una ventana de oportunidades que poten-
cializa sus aplicaciones en multiples indus-
trias como: tensoactivos, espesantes de pin-
turas al agua, en la recuperaciéon de petro-
leo, en los cosméticos, en la medicina y far-
macia, entre otras (1-3).

Estos materiales son macromoléculas
anfifilicas constituidas fundamentalmente
por un esqueleto hidrofilico que se modifica
con grupos hidré6fobos. En soluciones acuo-
sas son capaces de cambiar su comporta-
miento producto de la asociacién hidrofébi-
ca inter e intramolecular, lo cual trae como
resultado las propiedades inusuales que
presentan, aprovechadas con fines practicos
en las industrias ya mencionadas.

Pueden obtenerse a partir de polimeros
naturales o sintéticos, neutros o i6nicos. Su
preparacién se consigue por formacién de
un enlace covalente entre los grupos hidro-
fobos (alquilicos o arométicos) y los grupos
funcionales de la macromolécula. En
dependencia de la hidrofobicidad de los
grupos y del grado de modificacién, se pue-
den obtener polimeros solubles o insolubles
en agua. En el caso de los solubles, se repor-
ta que la sustitucién con los grupos hidrofé-
bicos debe estar entre 5y 10 % (4).

El componente mayoritario de los mate-
riales lignocelulésicos, el biopolimero de
origen natural més abundante y la base
estructural de las células vegetales, la celu-
losa, es completamente insoluble en agua a
pesar de su elevada afinidad por ella, lo cual
se atribuye principalmente a los enlaces de
hidrégeno intra e intermoleculares entre las
cadenas individuales (5). Sin embargo,
puede convertirse en un polimero soluble
introduciendo grupos funcionales en el
esqueleto macromolecular.

El espectro de derivados celulésicos solu-
bles en agua obtenidos en el mundo va desde
derivados no iénicos como la metil y la
hidroxipropilcelulosa (6, 7) hasta los aniéni-
cos como la carboximetilcelulosa (8, 9). Este
altimo es el éter de celulosa industrialmente
mas importante y se produce desde grados
industriales, sin ninguna refinacién, hasta
los de alta pureza que son utilizados en ali-
mentos, medicina y farmacia. En los tltimos
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anos, la modificacién de este derivado con
grupos hidrofébicos es objeto de estudio de
muchos grupos de investigacion (10 - 12).

El objetivo de este trabajo es la obten-
cién y caracterizacion fisico-quimica de un
derivado de celulosa por funcionalizacién
con grupos carboximetilicos y bencilicos
que solubilizan al polisacarido, a la vez que
le confieren caracter hidréfobo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé pulpa de celulosa con un
grado de polimerizaciéon promedio viscosi-
métrico GPv 150-200; hidréxido de sodio y
cloruro de bencilo (BDH, Inglaterra); acido
monocloroacético (Fluka AB, Heidelberg
RFA); cloruro de sodio y acido acético
(Riedel de Haen, RFA); alcohol isopropilico
(Analar, Inglaterra).

Preparaciéon de la carboximetilcelulosa
(CMCQ)

En un balén de 250 ml se anadieron 10 g
de celulosa base seca y 90 ml de alcohol iso-
propilico. Seguidamente, se gotearon 12,8 ml
de hidréxido de sodio y se agit6 durante 30
minutos. Posteriormente, se adicionaron 12 g
de acido monocloroacético disueltos en 10
ml del solvente. La mezcla de reaccién se
calent6 hasta 70 °C durante 4 h. Transcurrido
este tiempo se enfrié, se neutralizé con acido
acético, se filtr6 y se secé a 50 °C.

Preparaciéon de la carboximetilcelulosa
bencilada (CMBz)

En un balén de 250 ml se preparé una
disolucién acuosa de CMC al 5 %. Se ana-
dieron 50 ml de etanol y se gotearon 3,5 ml
de hidréxido de sodio, la agitaciéon se mantu-
vo durante 30 minutos. Posteriormente, se
adicionaron 7,9 ml de cloruro de bencilo y se
calent6 hasta 70 °C durante 4 h. Transcurrido
este tiempo se enfrio, se neutraliz6 con acido
acético, se filtr6 y se secé a 50 °C.

Las muestras que se emplearon para las
caracterizaciones se purificaron con etanol 80
9% hasta que resultaron libres de iones cloruro.

Caracterizacion de los derivados
Determinacién del grado de sustitucion (G.S)
de la CMC

Fueron disueltos en agua destilada con
ayuda de la agitacion magnética, 40 mg de



CMC seca. Se acidifico hasta pH 3,0 por adi-
cién de HCI 0,5 N y posteriormente se valo-
r6 con NaOH 0,5 N empleando una bureta
con precisién de 0,05 ml. El analisis se rea-
lizé a 25 °C y con agitacién constante.

En cada adicién se registraron los valo-
res de conductividad y pH utilizando un
conductimetro COND 510 y pH-metro
Eutech Instruments CyberScan pH 1100.
Las lecturas realizadas permitieron cons-
truir los gréficos correspondientes en cada
caso, utilizando el paquete de programas
graficos OriginPro 8. Para estimar el G.S se
procedié segin se informa en la literatura
(13, 14).

Espectroscopia FI-IR

Los espectros se registraron en un espec-
trofotometro FT-IR Bruker IFS 60v en el
rango 4000-400 cm-1 en pastillas de KBr.

Medidas de Resonancia Magnética Nuclear
en estado sélido (RMN CP MAS 13C)

Los espectros RMN CP/ MAS 13C fueron
obtenidos con un espectrémetro Varian
(Unity 400), a frecuencia de resonancia de
100,58 mHz, con banda espectral para polari-
zacion cruzada y desacoplamiento 50-70 kHz.
El tiempo de contacto para polarizacién cru-
zada fue 2 min y el tiempo de repeticién 3 s,
los espectros se obtuvieron con 2048 pul-
sos. Los resultados fueron tratados con
OriginPro 8 para separar los picos.

Difraccion de Rayos X (DRX)

Los difractogramas se registraron con un
difractémetro universal de rayos X, modelo
URDG6, marca Carl Zeiss-Jena. El barrido se
realizé a una potencia de 40 kV/20 mA y
velocidad de 3 °/min. El indice de cristalini-
dad (% Gc) se determiné mediante la ecua-

I

am

% Gc =1- ¥ 100

(H B

cién 1 utilizada por varios autores (15-17).

Igg2: Intensidad de la sefial en 26 = 22- 23°,
atribuido a las regiones cristalinas para la
celulosa I (entre 18 y 22° para la celulosa
I0).

am: Intensidad de la sefial en el minimo a
20 entre 18° y 19° para la celulosa I (entre
13 y 15° para la celulosa II), correspon-

diente a las regiones amorfas.

I
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Comportamiento viscosimétrico de los deri-
vados obtenidos

Se prepar6 una solucién madre al 0,2 %
a partir de la cual se obtuvieron disoluciones
0,4 g/L ajustadas a valores de pH 2, 4, 6, 8 y
10 por analogia al procedimiento descrito
(18). Con los valores obtenidos se plotearon
los graficos de viscosidad reducida vs pH
para los dos valores de fuerza iénica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinaciéon del grado de sustitucién
(G.S.) de la carboximetilcelulosa

La figura 1 muestra una curva tipica del
cambio registrado en la conductividad y el
pH durante la valoracién. Se observa que en
la primera parte de la curva la conductivi-
dad decrece rapidamente, lo que se corres-
ponde con la neutralizacién del acido ana-
dido. La meseta que aparece después es
debido a la neutralizacién de los grupos car-
boxilicos, mientras que el incremento al
final se asocia con el exceso de base.

Figura 1. Valoracién conductimétrica y
potenciométrica del CMC.

El G.S. representa el nimero de moles
de grupos carboximetilicos (-CH,COQO") por
mol de anhidroglucosa que resulté ser
G.S.= 0,75 £ 0,10, es decir que de los tres
grupos hidroxilos de la unidad de glucosa,
0,7 se sustituyeron por carboxilos.
Resultados similares fueron alcanzados por
Capitania et al. (13).

FT-IR

Los espectros obtenidos para la muestra
de celulosa y sus derivados estan repesenta-
dos en la figura 2.



Figura 2. Espectro FT-IR de la celulosa
y sus derivados.

Tanto en la celulosa de partida
como en los derivados, se observa una
banda de absorcién ancha e intensa a
3335 cm1 que esté asociada al alarga-
miento de los O-H de los grupos hidroxilos,
pero que disminuye en ancho e intensidad
en los derivados. La banda en 2895 cm-1
corresponde al estiramiento asimétrico de
los grupos metileno (CH,).

En los derivados aparecen bandas inten-
sas a 1650 cm™1, 1420 cm! y otras multiples
en la region 1140-1060 cm1, indicativas de
los alargamientos de los grupos C=0, C-C y
C-0O, respectivamente. La sefnal en 905 cm1
es debido al alargamiento del C-O-C, esto es
caracteristico del grupo éter.

Las mayores diferencias entre el deriva-
do carboximetilado y el que tiene los dos
grupos funcionales deberia visualizarse en
la zona de aromaética del espectro (1600-
1450 cm1); sin embargo, la presencia de
seniales preexistentes dificulta la utilizacién
de esta técnica como diagnoéstica.

Espectroscopia RMN CP MAS 13C

El espectro de RMN CP/MAS 13C (figura
3) muestra los picos caracteristicos de los
carbonos en el derivado carboximetilado y
bencilado y en la tabla 1 se presentan las
asignaciones de las sefales para cada uno
de ellos que coinciden con los obtenidos
por otros autores (19, 20).

Las sefiales de los grupos CH, (C; y Cy5)
se solapan con las de los carbonos de las
unidades de anhidro glucosa y no pueden
ser diferenciadas.

El pico C; esta influenciado por la susti-
tuciéon en la posicién 2. Se observé una
pequena senal (C;") a los 97 ppm, que
corresponde precisamente con la eterifica-
cién de C,, tal y como fue informado pre-
viamente (19).
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Figura 3. Espectro RMN CP/MAS 13C del CMBz.

Tabla 1. Asignacién de los corrimientos
quimicos en el espectro del CMBz

8 (ppm)
Carbono Seial
C, 105,2
C2,3,5 74,8
C, 82,7
Cs 62,9
C, 178,5
Cyrs 129,2
C, 138,0- 140,0

Analisis cualitativo por DRX

Celulosa y CMBz

Los difractogramas de la celulosa de par-
tida y la modificada con los dos grupos fun-
cionales difieren en la distribucién de los
picos, tal y como se refleja en la figura 4. El
producto obtenido presenta dos picos de
similar intensidad en la regién correspon-
diente a los angulos de Bragg 20 y 22°
mientras que en el material de partida no se
aprecia el desdoblamiento en el pico princi-
pal a 23° y aparecen otras dos sefales de
menor intensidad en 15 y 35°.

Estos resultados son anéalogos a los repor-
tados en la literatura (17) donde se refieren
como principales planos cristalinos para la
celulosa I las difracciones préximas a 26: 23°
(plano 002), 15° (plano 101), 35° (plano 040)



y para la celulosa II, las difracciones en dngu-
los 23° (plano 002) y 20° (plano 101), las cua-
les tienen intensidades semejantes. Ademas,
se reporta que debe aparecer también el pico
a 15° cuya identificacion puede dificultarse
por la difraccién difusa que causa la parte
amorfa, como ocurre en nuestro caso.

El paso de celulosa I a II esta justificado
por el tratamiento de la celulosa con hidré-
xido de sodio para garantizar la activacién
de los grupos hidroxilos previo a las reac-
ciones de esterificacion. El indice de crista-
linidad no se afecta considerablemente des-
pués de la derivatizacién.

Figura 4. Difractogramas de la celulosa y
CMBz.

Comportamiento viscosimétrico

La viscosimetria es una de las técnicas
mas usadas para la caracterizacién de los
polimeros. A través de las propiedades de
flujo de las soluciones poliméricas diluidas
se puede obtener informaciéon acerca del
comportamiento macromolecular en solu-
cién. La figura 5 muestra el cambio en la vis-
cosidad reducida con el pH de las soluciones
preparadas a las dos fuerzas iénicas estudia-
das. La CMC manifiesta un comportamiento
polielectrolitico tipico. Al aumentar el pH,
los grupos carboxilatos (COO") se ionizan y
contribuyen a incrementar el volumen
hidrodinamico por las interacciones elec-
trostaticas entre ellos. Cuando la fuerza iéni-
ca aumenta (NaCl 0,1 M), se reducen dichas
interacciones por efecto del apantallamiento
sobre las cargas, lo que conduce a que la vis-
cosidad disminuya bruscamente.

Se ha informado (10) que en los copolime-
ros, en presencia de sales, se pueden presen-
tar dos efectos que contribuyen a que ocurra la
contraccién en la macromolécula: apantalla-
miento de las interacciones electrostaticas e
interacciones hidrofébicas intramoleculares.

En nuestro caso, al observar los graficos
para el CMBz se aprecia que el comporta-
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Figura 5. Viscosidad reducida vs. pH: arriba
0,1 M NaCl, abajo 0,01 M NaCl.

miento es similar. Al incrementar la fuerza
i6nica no hay variaciéon dramética en la vis-
cosidad como ocurre con el CMC. Se pudie-
ra decir entonces, que predominan las inter-
acciones hidrofébicas intramoleculares por
encima de las repulsiones electrostéticas y
que el efecto de apantallamiento sobre las
cargas, cuando aumenta la fuerza iénica, no
se asocia con un cambio en la viscosidad.

Por otra parte, la menor viscosidad del
CMBz con relacion a la CMC (NaCl 0,01M)
se explica de igual forma: el predominio de
las interacciones hidrofébicas intramolecu-
lares provoca que el polimero se enrolle, el
volumen hidrodindmico disminuya y por lo
tanto la viscosidad también.

CONCLUSIONES

Se propone un método para funcionali-
zar la celulosa con grupos carboxilos i6ni-
cos y bencilos hidréfobos que le confieren a
la macromolécula propiedades sui géneris.
La sustitucion se corroboré por espectrosco-
pia FT-IR y RMN CP MAS 13C al realizarse



la asignacion de las senales en los espectros
correspondientes. Se obtuvo un G.S de gru-
pos carboxilos de 0,75 = 0,10. Por DRX se
identificaron los principales planos cristali-
nos para la celulosa I y II. Se comprobd
ademads, que el porciento de cristalinidad no
se afecta por la derivatizacion.

La viscosidad reducida experimenta una

variacion que depende marcadamente de la
fuerza i6nica del medio para el caso del
CMC, no siendo asi para el derivado con los
dos grupos funcionales donde el comporta-
miento es similar, independientemente de la
fuerza iénica del medio.
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RESUMEN

Se presentan los resultados de la obtencién de celulosa microcristalina (MCC) a partir del
bagazo de la cania de aziicar para usos farmacéuticos. El bagazo de la caiia de aztcar fue
desmedulado en suspension, prehidrolizado en fase acuosa, pulpeado en presencia de
NaOH y blanqueado con una secuencia dicxido-extraccion-dioxido, con el objetivo de
obtener una pulpa blanqueada que permita aislar la fraccion cristalina de la celulosa. Se
obtuvo una pulpa cruda con un niimero de permanganato de 8,5 y una pulpa blanquea-
da con una brillantez de 89,3 Elrepho y contenido de o-celulosa de 92,5 %. La hidrélisis
parcial controlada de la celulosa, con dcido clorhidrico, permitié obtener la fraccion cris-
talina de la celulosa con un contenido del 97 % en celulosa y un grado de polimeriza-
cion entre 180-200 con grado farmacéutico adecuado. Los diferentes productos fueron
caracterizados por las normas TAPPI y por las normas Farmacopea. Se llevaron a cabo
ensayos de rayos X al producto final. El producto cumplié con los requerimientos de cali-
dad exigidos por las diferentes normas. En el difractograma de rayos X se identificaron
Ios mismos picos que en celulosa microcristalina obtenida a partir de madera.
Palabras clave: fibra dietética, celulosa de elevada pureza, grado farmacéutico.

ABSTRACT

This paper presents the results of the production of microcrystalline cellulose (MCC) from
sugar cane bagasse for pharmaceutical uses. Sugar cane bagasse was depithed in sus-
pension, prehidrolized in aqueous phase, pulped with NaOH and bleached with a
sequence chlorine dioxide- extraction- chlorine dioxide, with the objective of obtain a ble-
ached pulp to isolate the cellulose crystalline fraction. A raw pulp is obtained with a per-
manganate number of 8,5 and a bleached pulp with an Elrepho brightness of 89,3 and
o-cellulose content of 92,5 %. The controlled partial hydrolysis of cellulose, with hydroch-
Ioric acid, yields the cellulose crystalline fraction of with a content of 97% cellulose and
a polymerization degree between 180 - 200, which, matched pharmaceutical grade. The
different products were characterized by the TAPPI Standards, the Pharmacopoeia stan-
dards and the final product was examined by X-ray. The product meets the quality requi-
rements demanded by pharmacopoeia standards and their X-ray diffraction pattern iden-
tifies the same peaks as microcrystalline cellulose obtained from wood.

Keywords: cellulose of elevated purity, pulping, dietary fiber, pharmaceutical grade.
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INTRODUCCION

La celulosa (55 % de la fibra del bagazo
férmula molecular (CgH1005),,), es un poli-
mero de alto peso molecular, lineal y poli-
disperso. Sin embargo, sus cadenas tienen
una alta tendencia a formar agregados alta-
mente ordenados, como consecuencia de su
constitucion quimica y de su capacidad
para formar enlaces de hidrégeno inter e
intramoleculares entre los grupos hidroxilo
de las unidades de anhidroglucosa (u.a.g),
durante la biosintesis (1) (figura 1).

Los enlaces de hidrégeno son los res-
ponsables de la alta cohesién molecular en
la celulosa, lo que aparejado a la ausencia
de ramificaciones, origina que las cadenas
puedan alinearse en grupos, formando
zonas ordenadas (cristalinas) unidas a
regiones desordenadas (amorfas). El resulta-
do es una macromolécula semicristalina en
un 60 %, con un caracter esencialmente
hidrofilico pero insoluble en agua, con
todos los grupos hidroxilo comprometidos
en la formacién de enlaces de hidrégeno (3).

El aislamiento y purificacién (4) de la
fraccion cristalina de la celulosa se ha estu-
diado mediante la hidrélisis parcial contro-
lada con acidos minerales, a partir de dife-
rentes materias primas, tales como: linter de
algodon, diferentes tipos de maderas y, en
menor medida, a partir de plantas anuales y
residuos, bambt, cascara de trigo, papeles
de desecho, céscara de nuez, bagazo de la
cafna de azucar y otras.

Cuando la celulosa se aisla de otros com-
ponentes, se puede obtener en forma de
cristal por medios quimicos (5). Debido a la
menor reactividad frente a los agentes qui-
micos de las regiones cristalinas, o mas
ordenadas, se explica facilmente la posibili-
dad de aislar la fraccién cristalina de la
celulosa por hidrélisis controlada con aci-
dos minerales. En el transcurso de la hidroé-

lisis se atacan preferentemente las 4areas
amorfas y se produce una disminucién del
GP promedio (grado de polimerizacién
medio) con el tiempo, pero dependiendo de
las condiciones de esta, al cabo de cierto
periodo se obtiene una constancia en su
valor y una celulosa llamada "grado de poli-
merizaciéon nivelado" o "celulosa GP". El
valor de dicho GP permanece invariable,
aunque prosiga ulteriormente el proceso de
hidrélisis (6).

Se concluye que la celulosa microcrista-
lina (MCC) es un derivado de la o-celulosa
despolimerizada y purificada a partir de
plantas fibrosas. Esta constituye la fraccién
solida de bajo peso molecular, resistente a la
hidrélisis parcial controlada de la celulosa
en medio 4cido (7). Es un producto blanco,
inodoro, libre de contaminantes organicos e
inorganicos, insoluble en agua, solventes
organicos y acidos diluidos y parcialmente
soluble en alcalis diluidos. Contiene no
menos del 97 % de celulosa de alta cristali-
nidad calculada sobre base seca.

La naturaleza quimica de este producto
(celulosa de elevada pureza) y su estructura
fisica (con gran desarrollo superficial) han
hecho surgir una amplia gama de posibili-
dades de aplicacion, partiendo de la forma
pulverulenta o de la suspensiéon coloidal.

En particular, la MCC se utiliza como
excipiente en la industria farmacéutica
como agente de compactacién y desintegra-
cién en el tableteo farmacéutico; es utiliza-
do también, en capsulas, como portador del
color y el sabor.

Entre las fuentes mas abundantes de
fibra dietética insoluble (carbohidrato no
digerible por el hombre), se destaca la celu-
losa, el carbohidrato mas abundante en la
naturaleza, ya que constituye una parte sig-
nificativa de la masa de las plantas.
Diferentes autores destacan la importancia
que tiene el consumo de las fibras para la

Figura 1. Estructura quimica de la celulosa (2).
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salud del hombre. Las fibras influyen en la
funcion del intestino grueso, pues reducen
el tiempo de transito, aumentan el peso y la
frecuencia de las deposiciones y diluyen el
contenido intestinal mediante su fermenta-
cién por la microflora, que habitualmente se
haya presente en él.

Uno de los productos méas comunes de
ella es la celulosa microcristalina, que se
utiliza como sustituto de harina y aztcar en
alimentos de bajas calorias (8). Como resul-
tado del trabajo conjunto con la industria
alimenticia, se investig6 la cantidad de
MCC més recomendable a utilizar como
aditivo en algunos alimentos, tales como, en
la produccién de helados, queso amarillo,
queso crema, yogurt y otros.

En la actualidad, en nuestro pais, la
celulosa microcristalina se utiliza como
terapéutico para la absorcién de los acidos
biliares en las heces fecales de los pacientes
con cancer de colon y pdlipos adenomato-
zos y a nivel de jugo géstrico, en los casos de
gastritis alcalina por reflujo duodenogéstri-
co (se caracteriza por la inflamacién de la
mucosa acompafiada, o no, de alteraciones
de la arquitectura glandular). Esta investiga-
cién se realizé en el Instituto Nacional de
Gastroenterologia, por los doctores M.
Paniagua Estévez, F. Pinol Jiménez y otros
investigadores con Celulosa Microcristalina
importada y con MCC producida en nuestra
institucién (9, 10).

El hecho de no existir un tratamiento
verdaderamente efectivo para la gastritis
alcalina por reflujo duodenogastrico, asi
como los avances recientes en el estudio de
las fibras dietéticas, constituyeron los fun-
damentales incentivos para desarrollar esta
investigacion en la btisqueda de una tera-
péutica mas eficaz en el manejo de la enfer-
medad.

El objetivo fundamental de esta investi-
gacion fue obtener pulpa blanqueada, a par-
tir del bagazo de la cafa de aztcar y su
hidrélisis parcial para lograr la fraccién
cristalina de la celulosa.

MATERIALES Y METODOS

Procedimiento para la obtenciéon de pulpa
de alta pureza a escala de planta piloto

La celulosa se aisld y purificé utilizando
la tecnologia de la UIP CUBA 9 (11). Fue uti-
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lizado bagazo integral del central “Manuel
Fajardo”, de la zafra de 2010. Este fue remo-
jado durante 24 horas y desmedulado en
suspension. Posteriormente, se realiz6 la
prehidrolisis a 2 kg de bagazo desmedulado
(50 % humedad) en fase acuosa en un diges-
tor rotatorio de acero inoxidable de 18 L de
capacidad, con calentamiento indirecto por
resistencia eléctrica a una temperatura de
170 °C durante 45 minutos y un hidromé-
dulo de 1:7.

El producto se lavé hasta neutralidad
con agua tratada y posteriormente fue some-
tido a un proceso de coccion a la soda, uti-
lizando un 16 % de Na20O sobre pulpa, en el
mismo digestor utilizado anteriormente a
una temperatura de 160 °C, tiempo de 45
minutos e hidromédulo de 1:6. La pulpa
cruda se lavé hasta neutralidad con agua
tratada, y se depur6 en un clasificador se
centrifug6 hasta obtener un 50 % de hume-
dad. La pulpa es blanqueada utilizando el
esquema diéxido, extraccién, diéxido
(DED), que se describe en el Manual la
Industria de los Derivados de la Cana de
Azucar (12).

Procedimiento para la obtencion de celulo-
sa microcristalina

En un reactor esmaltado de 132 L de
capacidad, la pulpa de elevada pureza de
bagazo blanqueada se somete a la accion del
acido clorhidrico, a temperatura de 100 °C
y agitaciéon esporadica durante 60 minutos
(13 - 15). La suspensiéon de celulosa micro-
cristalina obtenida se centrifuga y lava con
agua desionizada hasta pH neutro y libre de
cloruros. La masa himeda se seca entre 55-
60 °C. Finalmente, el producto se muele y
envasa.

Caracterizacion de la pulpa y la celulosa
microcristalina

El contenido de oa—celulosa (16), la vis-
cosidad y el grado de polimerizacién se
determinaron mediante la norma TAPPI
(17). La brillantez, el acondicionamiento y
la preparacion de las muestras se realizaron
segtn la NC-ISO (18, 19). La celulosa micro-
cristalina fue evaluada por la norma
Farmacopea (20).

Difraccion de rayos-X
Los anélisis de difraccién de rayos X se
realizaron en un equipo Rigaku Geigerflex



CN2013, empleando un generador de rayos
X de Cu y un goniémetro. Las condiciones
de operacién fueron: un voltaje de 30 kV y
una corriente de 30 mA. La emision Kf del
cobre se elimind con un filtro de niquel. Se
us6 un detector proporcional (21). La velo-
cidad de barrido fue de 4°/min, y se fij6 un
tiempo constante de 1 segundo. Los mate-

Tabla 1. Propiedades del bagazo inicial y
desmedulado

. Bagazo Bagazo
Propiedades intggral desmegdulado
Celulosa, % 47,0+ 0,3| 52,0+ 0,3
Pentosanos, % |27,4+ 0,3| 26,8*+ 0,3
Lignina, % 22,0+ 0,3 20,8
Cenizas, % 3,0+ 0,01, 1,0x 0,01

Tabla 2. Contenido de fibra, meollo, finos

y solubles del bagazo inicial y
desmedulado
Fraccion Bagazo Bagazo

acciones integral |desmedulado
C}ontemdo de 550+ 03| 84.0% 0.3
fibra, %
Contenido de 340+ 03| 100% 0.3
meollo,%
Finos y

* +

solubles,% 10,0x0,3| 6,0£0,3

Tabla 3. Propiedades de la pulpa cruda

Valores
85-90=* 0,3

Propiedades

a-Celulosa, %

Grado de 1000-1300% 20
polimerizacién

Brillantez, Elrepho 45-50=+ 0,2
Pentosanos % 6=+ 0,3
No. de permanganato 6-9+ 0,3
Cenizas % >0,5+ 0,01

riales para el andlisis tuvieron un tamaio de
particula de 100 mesh.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El bagazo es el residuo fibroso de la
molida de los tallos de la cana de aztcar.
Estd compuesto de celulosa, hemicelulo-
sas o pentosanos y lignina como principa-
les polimeros naturales. Presenta, ademas,
pequeias cantidades de otros compuestos
clasificados de conjunto como componen-
tes extrafnos. La composicion quimica
para las diferentes fracciones es informa-
da por la literatura (22) y se corresponden
con el bagazo utilizado en esta investiga-
cién. Los resultados se muestran en la
tabla 1. El bagazo tiene la caracteristica de
ser una materia prima renovable anual-
mente con un alto contenido de celulosa
aprovechable.

Cuando el bagazo integral se desmedula
en suspension, se enriquecer la fracciéon de
fibra util, ademas de disminuir el meollo,
los contenidos de iones metalicos y otros
contaminantes (tabla 2).

En la tabla 3 se muestran los resultados
de los procesos de prehidrdlisis y coccién
alcalina. La prehidrdlisis se realiza con el
fin de reducir el contenido de pentosanos y
cenizas del bagazo, para lograr una mejor
eficiencia en el proceso posterior de extrac-
ciéon de lignina en la coccién alcalina. Se
destaca una reduccién del 75 % de los pen-
tosanos (6 %) y las cenizas (0,5 %).

En la tabla 4 se muestran los resultados
promedios del proceso de blanqueo DED
realizados a la pulpa cruda en cuatro corri-
das experimentales. Se obtuvo una pulpa
blanca con valores medios, para la brillan-
tez de 89,3 unidades y para el contenido de
o-celulosa de 92,5 %. El contenido de pen-
tosanos alcanz6 un valor de 5,9 % y el grado
de polimerizacién viscosimétrico de las pul-
pas obtenidas fue de 1335.

Tabla 4. Caracteristicas de la pulpa blanqueada a partir de bagazo de cana de azticar

Exp. | a- Celulosa (%) GP Viscosidad (cp) | Pentosanos (%) | Brillantez Elrepfo
F1 93,2+ 0,3 1250=x= 20 14,8+ 0,3 5,3+ 0,3 88,8+ 0,2
F2 93,5+ 0,3 1545+ 20 22,2+ 0,3 5,0+ 0,3 89,5+ 0,2
F3 91,2+ 0,3 1370% 20 16,8+ 0,3 6,8+ 0,3 89,9% 0,2
F4 91,9+ 0,3 1175=%= 20 12,4*= 0,3 6,5+ 0,3 88,8+ 0.2
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Estos resultados corresponden con los
exigidos para una pulpa de celulosa de alta
pureza para la obtencién de derivados qui-
micos de la celulosa (23).

La celulosa pura se somete a un proceso
de hidrélisis dcida en medio acuoso. En la
tabla 5 se comparan las propiedades de la
celulosa microcristalina producida y las
especificaciones de calidad reportadas en
las normas de la Farmacopea; se constatd
que se encuentran dentro los rangos repor-
tados para este producto.

En el transcurso de la hidrolisis se ataca,
preferentemente, las zonas amorfas y se
produce una disminucién en el grado de
polimerizacién medio en el tiempo, hasta
un valor limite, es decir, desde 1545 que
posee la pulpa de alta pureza hasta 180-200
que alcanza la MCC obtenida. Aunque pro-
siga ulteriormente el proceso de hidroélisis,
los valores alcanzados en el GP no varian,
siempre y cuando se mantengan las condi-
ciones de hidrdélisis moderadas (6).

Otras de las propiedades més importan-
tes son el contenido de celulosa con una
pureza de 97 % y un contenido de cenizas
menor al 0,05 %.

Ademds, se realiz6 el ensayo de brillan-
tez de la celulosa microcristalina obtenida y
la de referencia (marca Blanver, Brasil).
Estos fueron de 90,9 y 98,9, respectivamen-
te. Este valor de menor brillantez depende
del tipo de pulpa y blanqueo utilizado y no
afectan las caracteristicas del producto final.

El producto fue caracterizado por difrac-
cién de rayos X, con el objetivo de demos-
trar que lo obtenido es celulosa microcrista-
lina. En el difractograma (figura 2) se obser-

va que la celulosa microcristalina de made-
ra y la obtenida a partir del bagazo presen-
tan los maximos en la misma regién, la
intensidad del pico Ia se identifica con la
fraccion cristalina de la celulosa. El pico Ib
ancho y deformado corresponde a la frac-
cién amorfa de la misma, atin presente en el
material. El porcentaje de cristalinidad de la
celulosa microcristalina, a partir de la pulpa
de madera y pulpa de bagazo, fue 83,57 y
82,83 %, respectivamente; calculado a par-
tir de la siguiente relacion:

Ia—1Ih

%4 de cristalinidad = 0

donde:
I, = Intensidad del pico cristalino
I;, = Intensidad del pico amorfo

Figura 2. Difractograma de la MCC de baga-
zo y la MCC de madera.

Tabla 5. Propiedades de la MCC obtenida y las especificaciones de calidad reportadas

en las normas de la Farmacopea

Propiedades MCC obtenida Normas Farmacopea

o B . + 60 mesh < 1,0 + 60 mesh < 1,0
Distribucion del tamafo de particulas (%)| | 500 mesh < 30,0 + 200 mesh < 30,0
pH 6,0- 7,0 5,5-7
Pérdida por desecacion (%) 4,5-0-5 < 5,0
Residuos de ignicién (%) <0,05 < 0,05
Contenido de hierro (ppm) <10 <10
Sustancias solubles en agua (mg/5g) <12 < 12 (0,24%)
Contenido de almidé6n (%) negativo negativo
Contenido de celulosa (%) 97-100 97-100
Grado de polimerizacién medio (GP) 180-200 < 350
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CONCLUSIONES

Combinando la prehidrélisis acuosa con
un pulpeo quimico a la soda con un esque-
ma de blanqueo DED, se logré obtener
pulpa de alta pureza, a partir del bagazo de
la cana de azucar.

A partir de la pulpa pura y mediante
hidrélisis acida, se logré obtener celulosa
microcristalina con una pureza de 97 %,
una brillantez de 90,9 y un grado de poli-
merizaciéon entre 180 y 200 unidades. Las
propiedades fisico-quimicas de la celulosa
microcristalina obtenida a partir del bagazo
estan dentro de los rangos reportados por la
norma Farmacopea. Es semejante en calidad
con otros productos importados de diferen-
tes firmas. Ademas, ha sido ensayado en
diferentes aplicaciones como son: la fabri-
cacion de alimentos, en funcién de relleno y
fibra dietética; en salud publica, como tera-
péutico en el tratamiento de la gastritis
alcalina por reflujo biliar, y en la industria
farmacéutica en la produccién de tabletas
medicinales. En todos los casos se han obte-
nido buenos resultados.
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Las contribuciones enviadas deben abordar la tematica de todo lo concerniente al procesamiento de la cana
de aztcar y sus derivados.

Se aceptaran contribuciones de los siguientes tipos:

1. Memorias Cientificas Originales.

2. Comunicaciones.

3. Resenas.

4. Trabajos de carécter tedrico o descriptivo.

Se aceptaran solamente contribuciones inéditas. El envio de éstas supone el compromiso del autor de no
someterlas a la consideracién de otras publicaciones y de ceder sus derechos a la revista.

Los articulos se someteran al sistema de revision por pares, en la modalidad abierta al editor asociado, man-
teniendo el anonimato. Este recurso es inapelable.

Presentacion de las contribuciones:

Se entregard una copia digital o se enviara por correo electronico a: revista@icidca.edu.cu. También se remi-
tird una copia en papel. Se escribirdn en espafiol o en inglés, a dos espacios y en Arial 12 puntos, con una exten-
sién maxima de 25 paginas. El formato a utilizar debe ser 8,5 x 11”, los margenes laterales, superior e inferior
deben ser de 2 cm. Las tablas y figuras se insertaran en el lugar exacto y se acompanarén de su correspondien-
te titulo y pie de figura. El procesador de texto a utilizar sera Microsoft Word. Las tablas deben crearse en este
mismo software. Las figuras (fotografias, graficos, esquemas) deben entregarse en formato JPG o TIF con una
resolucién de 300 dpi. Las unidades de medida deberdn ser las especificadas en el Sistema Internacional de
Unidades.

Estructura de las contribuciones:

* Titulo (en espanol e inglés): Conciso e informativo.

* Autor(es): Nombres completos y dos apellidos (resaltar en rojo responsable de la correspondencia)

* Institucién donde labora(n) el(los) autor(es). Direccion de ésta.

* Correo electronico del autor o los autores (imprescindible para enviar la copia electrénica del articulo en for-
mato PDF)

* Resumen (en espanol e inglés): Los informativos son apropiados para las contribuciones del tipo 1 y 2; incluir
el propésito de la investigacion, asi como los principales métodos, resultados y conclusiones. Las contribu-
ciones del tipo 3 y 4 admiten la preparaciéon de un resumen indicativo que exprese el tipo de articulo, los
temas fundamentales, y la forma en que son tratados; debe utilizarse la forma impersonal con la particula se
y el verbo en tiempo presente. Se pueden combinar elementos de ambos y el resumen seria indicativo-infor-
mativo. El maximo de palabras a emplear debe ser de 200 y deben aparecer en un s6lo parrafo.

* Palabras claves (en espaiiol e inglés): Términos o frases que describen aspectos fundamentales del contenido
del articulo y no deben ser mas de cinco.

* Introduccién: Situacién problematica. Problema de investigacion e importancia. Estado del arte del que parte
el autor para su aporte.

* En cuanto al desarrollo del articulo:

Para las contribuciones de los tipos 1 y 2 resulta méas apropiado el esquema Materiales y Métodos,
Resultados, y Discusién; las de los tipos 2 y 3 admiten otros subtitulos o epigrafes.
Materiales y Métodos: Explicar cémo se procedio.
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