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Introduccioén.

Las ligninas son copolimeros que se derivan principalmente de tres unidades
fenilpropano-monoméricas (monolignoles) basicas: alcohol p-cumarilico, alcohol
coniferilico y alcohol sinapilico (Gellerstedt y Henrinksson, 2008). Los monolignoles
son dirigidos a diferentes tipos de regiones de la pared celular, en donde polimerizan
formando biopolimeros con propiedades biofisicas especificas, las cuales en
conjunto refuerzan la pared celular. Los porcentajes de distribucion de los
principales monolignoles dependen del tipo de planta. El monolignol mas abundante
en las maderas blandas es el alcohol coniferilico, que puede llegar a superar el 95%
del total de monolignoles presentes; mientras que en las maderas duras coexisten
fundamentalmente los alcoholes coniferilico y sinapilico. En el caso de plantas del
tipo herbaceas, puede haber proporciones similares de los tres monolignoles
principales. Estos compuestos del tipo monolignoles son interesantes reactivos de
partida para la produccién de compuestos aromaticos de alto valor afiadido en la
industria petroquimica, la cual utiliza cominmente recursos fosiles como materias
primas. Debido a la disminucién de las reservas de petréleo, el aprovechamiento de
las fuentes alternativas de energia y productos quimicos es de gran interés, en este
sentido, la biomasa se presenta como una de las soluciones asequibles para reducir
en cierta medida la dependencia al petréleo. Del mismo modo, la lignina es de un
gran interés para la industria ya que puede servir como precursor de distintos
compuestos con alto valor agregado para diferentes industrias, algunos ejemplos
son: los aditivos, pesticidas, pinturas, acrilicos, entre otros. El poder aprovechar este
subproducto con alto valor agregado permitiria tener una fuente renovable utilizable
como precursor de otras industrias, en vez de recurrir a precursores quimicos no

renovables.

Los monomeros de la lignina se enlazan de distinta forma lo que provoca que los
tipos y niumero de enlaces que forman entre ellos, asi como el arreglo espacial final
no sea igual en todas las fuentes y tampoco dentro de la misma estructura o red

polimérica.



Se pueden tener estructuras lineales méas sencillas que permiten la degradacion del
polimero por métodos sencillos de hidrolisis del polimero, pero también dentro de la
misma estructura se pueden encontrar partes con ramificaciones muy cerradas que
impiden el ataque de los reactantes en su interior. Lo anterior representa, una
barrera bastante importante para el aprovechamiento y degradacion de esta region
estructural, debido a esto, es necesario recurrir a métodos mas agresivos de

hidrolisis para lograr su fragmentacion y alcanzar su posterior aprovechamiento.

Para su cuantificacién la lignina puede ser aislada del material lignocelulésico
mediante una variedad de métodos que implican diferentes procesos mecanicos y/o
quimicos. Estos métodos se pueden agrupar en dos vias principales. El primer
grupo incluye métodos en los que se libera la celulosa y hemicelulosa mediante
solubilizacion, dejando la lignina como residuo insoluble; mientras que el segundo
grupo incluye métodos que implican la disolucién de la lignina, dejando como
residuos insolubles la celulosa y la hemicelulosa, seguido de la recuperacion de

lignina a partir de la fase liquida.

Debido a la naturaleza heterogénea de las materias primas (madera y pulpa), no
hay ningin método disponible actualmente para el aislamiento cuantitativo de
lignina natural o residual, sin el riesgo de modificarla estructuralmente durante el
proceso. Del mismo modo la cuantificacion directa de la lignina en los materiales
lignoceluldsicos se ve dificultada. Sin embargo, la informacion obtenida sobre la
cantidad, reactividad quimica y la estructura de la lignina es valiosa (Bauer et al,

2012) para conocer las propiedades y funcionalidad de esta macromolécula

Asentado lo anterior, el interés de este trabajo fue la obtencién de un método
confiable que permita la cuantificacion de la lignina presente en materiales

lignoceluldsicos.



1 Antecedentes

1.1 Fuentes de compuestos de lignina. Estructura y caracteristicas

La lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas y junto con la
celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una
disposicion regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de
lignina-carbohidratos. La composicion o distribucion de los tres componentes en
esas redes varia dependiendo del tipo de planta. En el caso de la composicion de
la madera, los intervalos comunmente encontrados son: Celulosa: 38-50%;
Hemicelulosa: 23-32% y Lignina: 15-25%.

Estas estructuras forman paredes lignocelulésicas de mayor complejidad y dificil
accesibilidad a algunos componentes, asi mismo estan constituidas por un
entramado de micro fibrillas de celulosa formando capas recubiertas de

hemicelulosas y sobre la que esta entrelazada la lignina (Figura 1).
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Figural. Pared lignocelulésica con los tres principales componentes:

celulosa, hemicelulosay lignina. (Bidlack et al, 1992)



Las ligninas tienen como unidades monoméricas las siguientes moléculas
fenilpropanoides (figura 2); las cuales son resistentes a la hidrélisis acida, facilmente
oxidables, solubles en bisulfito o alcalis caliente, y facilmente condensables con
fenoles o tioles; cuando se hacen reaccionar con nitrobenceno en una solucion
alcalina caliente, las ligninas producen principalmente vainillina, siringaldehido y p-
hidroxibenzaldehido en funcién del origen de las ligninas; cuando se colocan a
ebullicibn en una solucidén etandlica de acido clorhidrico, las ligninas forman

mondmeros del tipo “cetonas de Hibbert” (Chavez-Sifontes y Domine, 2013).
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Figura 2. Monolignanos mas comunes en la formacién de la lignina.
(Barroso, 2010)

La sintesis de la lignina es un proceso de polimerizacién cuyos precursores son los
alcoholes p-hidroxicinamilicos, cuya diferencia entre ellos radica en los
sustituyentes del anillo aromatico (Figura 2), ya que los alcoholes coniferilico
(unidad G) y sinapilico (unidad S) tienen sustituyentes de metoxilo en las posiciones
3y 3,5 respectivamente, mientras que el alcohol cumarilico (unidad H) no presenta
sustituyentes. La polimerizacién ocurre mediante una etapa enziméatica donde los
alcoholes se oxidan por la accién de peroxidasas de la pared celular dando radicales

fenoxido.

La variedad de enlaces que se pueden formar y la estructura espacial resultante del
polimero de la lignina son debidas a la diversidad de reacciones de acoplamiento

entre las distintas formas resonantes de los radicales fenoxido. Los tipos de enlace
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que se forman son principalmente éter (3-0-4 y en menor cantidad alfa o gama.
(Figura 3)
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Figura 3. Tipos de enlaces que se forman debido a la resonancia de los
radicales fenoxido. (Gellerstedt y Henrinksson, 2008)

Los mondmeros de lignina se unen covalentemente a hemicelulosas y proveen de
fuerza y rigidez a la pared celular de la planta, y al sistema vascular le confieren la
hidrofobicidad necesaria para el transporte de agua y solutos; la lignina puede
clasificarse en condensada y no condensada con base en el tipo de enlace que se
establece entre los monolignoles y entre éstos y otros componentes de la pared

celular (Tabla 1).



Tabla 1. Caracteristicas de la lignina condensada y no condensada. (Lagunes
y Zavaleta, 2016)

Caracteristicas

Condensada

No condensada

Tipo de enlace entre
monolignoles

Enlaces C-C (B-5, B-1, 5-5, y B-B)

Enlaces aril-alquil (B-O-4 y 4-O-5)

Unidad de
monolignoles

Hy G

S

Estructura de la lignina Ramificada

Lineal

Polimerizacién

Mayor polimerizaciéon

Menor polimerizacién

Degradabilidad

recalcitrante

Mas resistentes a la degradacion

Facil degradacion

Los porcentajes de distribucion de los principales monolignoles dependen del tipo

de planta, el mas abundante en las maderas blandas es el alcohol coniferilico, que

puede llegar a superar el 95% del total de monolignoles presentes; mientras que en

las maderas duras coexisten fundamentalmente los alcoholes coniferilico y

sinapilico. En el caso de plantas del tipo herbaceas, puede haber proporciones

similares de los tres monolignoles principales (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de distribucion de los principales monolignoles en funcién

del tipo de planta. (Gellerstedt y Henrinksson, 2008)

Porcentajes de alcoholes

Tipo de planta . N o
p-cumarilico coniferilico sinapilico
Gimnospermas Coniferas (maderas <5 >95 0
suaves)
Eucotiledoneas 0-8 35.50 45-75
. (maderas duras)
Angiospermas Monocotiledeonas
. 5-35 35-80 20-55
(hierbas)

Para el caso del agave en estudios realizados se ha observado que tiene de un 15-

20% de lignina, esto se muestra en la Tabla 3, en la cual se muestra la composicion

quimica de la fraccion de fibra de diferentes especies de agave.
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Tabla 3. Composicion quimica de las fibras obtenidas de agave. (Balam et al,

2006)

Composicion en porcentaje

Fuente de fibras Celulosa | Hemicelulosa | Lignina | Extraibles Referencia
Agave tequilana 64.8 5.1 15.9 14.0
(hojas) ~.
Agave tequilana Ifiguez et al, 2001
g qu 64.9 5.5 16.8 12.5
(tronco)
Agave fourcr}oydes 77.6 5.7 13.1 3.6 Antonio et al, 2002
(henequén)
Agave lechuguilla 79.8 3-6 15.3 2-4 Bledzki y Gassan,
Agave sisilana 73.1 13.3 11.0 2.6 1999

En la actualidad, las fuentes de obtencién de materiales lignocelulésicos son en

mayor parte de recursos principalmente maderas y plantas de distintos géneros, asi

como tallos y bagazos resultantes de las diversas empresas agroindustriales en

forma de subproductos de desecho, tales como bagazos de cafia de azucar, agave,

bambu, trigo, olote de maiz, entre otras.

1.2 Usos industriales de la lignina.

La produccién de lignina en el mundo llega a unos 50 millones de toneladas de

sélido por afio procedente de los diferentes procesos de pulpeo, esta produccion no

tiene en cuenta ligninas derivadas de otros procesos de aprovechamiento de la

biomasa (El Mansouri, 2009). Dentro de las ligninas, el lignosulfonato se encuentra

en grandes cantidades a nivel comercial (hasta 1.000.000 de toneladas de sélido

por afio), y la Lignina de Kraft est4 disponible comercialmente en cantidades

moderadas de hasta 100.000 toneladas de sélido al afo (Chavez-Sifontes y

Domine, 2013). Un método para reducir gastos energéticos es la quema de Lignina

de Kraft en hornos para producir energia necesaria para el proceso, y recuperar

parcialmente energia en forma calorifica que se reutilizara posteriormente en el
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proceso. Hoy en dia los lignosulfonatos se consideran como los mas demandados

a nivel mundial (Tabla 4).

Tabla 4. Principales productores mundiales de lignosulfatos en el mundo. (El
Mansouri, 2009)

Productores Pais de produccion CEPEERET an~ual

(toneladas/afno)
Borregaard Ligno tech Noruega 160.000
Ligno Tech Sweden Suecia 60.000
Borregaard Germany Alemania 50.000
Ligno Tech Espafa Espafia 30.000
Ligno Tech Finlandia Finlandia 20.000
Ligno Tech USA Estados Unidos 60.000
Georgia Pasicific Estados Unidos 200.000
Westvaco Estados Unidos 35.000
Flambeau paper Estados Unidos 60.000
Tembec Canada 20.000
Avebene Francia 40.000
Tolmezzo Italia 30.000
Sanyo Kokusaka Japon 50.000
Otros 150.000
975.000

La lignina sulfonada puede precipitarse en forma de sulfonatos de lignina y utilizarse
como productos tanicos, adhesivos, aglutinantes, dispersantes, emulsificantes y
secuestradores de metales pesados, entre otros. Los sacaridos contenidos en el
licor de sulfito agotado se fermentan con levadura para producir alcohol etilico y

suplementos de forrajes y piensos.

También la lignina sin tratamiento de modificacién quimica puede ser utilizada para
incorporarse en resinas tipo fenol-formaldehido, polimeros tipo poliolefinas-lignina,
poliésteres-lignina, poliuretanos-lignina, entre otros. Asi también, la lignina puede
modificarse quimicamente (por ejemplo, fenolizacion, metilacion, etc.) y formar parte

en formulaciones para mejorar las propiedades de desempefio de resinas o

-12 -



adhesivo. La hidrdlisis y la oxidacion de la lignina a altas presiones y temperaturas
producen compuestos de bajo peso molecular, estos compuestos representan una
variedad de productos quimicos de alto valor afiadido; siendo los mas importantes
un grupo de compuestos fendlicos, entre los que destacan: vainillina, cresoles,

catecoles, guayacol, etc. (Holladay et al, 2007).

La lignina de alcali obtenida del sulfato o del licor negro Kraft se precipita y utiliza
como diluyente de resinas, para refuerzo en la fabricacion del caucho y la
estabilizacion de emulsiones (Barroso, 2010). Entre los productos volatiles
obtenidos del licor negro Kraft figuran el dimetil sulfuro, dimetil sulféxido y dimetil
sulfona, que son utiles como disolventes y reactivos quimicos (Gellerstedt y
Henrinksson, 2008).

Otra posible aplicacion de la lignina es como un precursor para la produccion de
carbon activado. De hecho, como la lignina tiene un alto contenido de carbono y una
estructura molecular similar al carb6n bituminoso podria ser un precursor ideal. Hay
diferentes usos posibles para la lignina como precursora de diferentes compuestos
de interés tanto comercial como interés industrial y de investigaciéon (como se
muestra en la Figura 4), sin embargo, los métodos desarrollados aun no son lo
suficientemente rentables a nivel industrial debido a las limitaciones técnicas que

presentan los mismos (Chavez-Sifontes y Domine, 2013).
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fenoles y cresoles

HIDRDGENA%

vainillina
sulfuro de dimetilo
dimetil sulfoxido

ADACIC’)N
acetileno

PROCESOS
REDOX
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o
HIDROLISIS ~ 0 H Oj/L\ OCH3 TERMOLISIS
OCH;
PROCESOS OH PROCESOS
ACIDO/BASE Ho ) OH | TERMICOS
HO 0 OH
OCH3 oy )
TRATAMIENTO OH O OCH; PIROLISIS
CON ALCALIS HO RAPIDA
0 OH
OCH;Z
ac, fendlicos £
catecol - ac. acético, fenol
) . metana, CO
CONVERSION PROCESOS OX]DASZ'ION
MICROBIANA BIOLOGICOS ENZIMATICA

vainillina, acidos ferdlico
cumarico y otros

lignina oxidada para
pinturas y recubrimientos

Figura 4. Algunos ejemplos de procesos que se aplican a la lignina y su
producto. (Holladay et al, 2007)

La lignina también representa una fuente renovable y potencialmente valiosa para

la obtencién de compuestos quimicos fundamentalmente de tipo aromaticos.

Los anillos aroméaticos pueden ser oxidados a radicales fenoxido por enzimas que
utilizan oxigeno (O2) como cofactor, asi mismo destacan también las reacciones de
oxidacion de alcoholes aromaticos para producir aldehidos, en las cuales se genera
de manera simultanea peréxido de hidrogeno durante el proceso. Estas reacciones
son catalizadas por enzimas aril-alcohol-oxidasas (AAO) en combinacion con
alcoholes aromaticos (por ej. alcohol anisilico o alcohol veratrilico) que actian como
cofactores (Hataka, 2004).

También se busca una forma de tener una degradacion microbiana de la lignina
para asi poder usar materiales lignocelulésicos directamente para la obtencion de
biocombustibles y productos quimicos renovables, sin embargo, aun esto esté en

desarrollo para poder ser llevado a una etapa de caracter industrial.
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1.3 Procesos para la obtencién de compuestos de lignina

Las propiedades de produccion y quimicas de las ligninas industriales estan

estrechamente relacionadas con la técnica de separacion en cuestion.

1.3.1 Lignina de Kraft.

El proceso predominante empleado en fabricas de papel se llama reduccion a pasta
Kraft, el cual constituye aproximadamente el 85% de la produccién mundial total de
lignina. Las plantas de pulpa de celulosa Kraft se han convertido en instalaciones
de alta ingenieria con un sistema integrado para la recuperacion de los productos
presentes en la pasta quimica y de la energia, basado en la combustion del licor de

fabricacion de pasta (licor negro) (Chavez-Sifontes y Domine, 2013).

En el proceso Kraft la biomasa de la planta se trata con una solucion de sulfuro de
sodio e hidréxido de sodio concentrado durante 1-2 horas a 170 ° C (Asina et al,
2017). Durante la digestion varias reacciones tienen lugar, incluyendo la ruptura de
enlaces entre lignina y los carbohidratos, la despolimerizacion de la lignina, su
reaccion con iones hidrosulfuro y su re-condensacion. La despolimerizacion de
lignina mediante el proceso Kraft se produce principalmente a través de la ruptura
de los enlaces a- y B-aril éter (C-0), principalmente, en las unidades fendlicas y en
una fase posterior sobre las unidades no fendlicas. Estas reacciones generan
fragmentos con grupos fendlicos solubles en el medio alcalino predominante

durante la digestion (Chavez-Sifontes y Domine, 2013).

Con el fin de producir una pulpa adecuada para la fabricacion de productos de papel,
se requiere una separacion eficiente de la lignina de la fibra celulésica, durante la
cual se genera un volumen considerable de efluente, una solucién acuosa coloidal
de lignina, también conocida como licor negro. Se ha estimado que cerca de siete
toneladas de licor negro se producen por tonelada de produccion de pulpa. Aunque
representa solo el 15% de la cantidad de aguas residuales, el licor negro se

convierte en un contaminante importante de los ecosistemas acuéticos si el efluente
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se descarga sin ningun tipo de tratamiento. Durante la produccion de pasta quimica,
el 90-95% de lignina se disuelve en licor negro a través de la coccién Kraft
convencional, junto con una cantidad significativa de otras sustancias organicas,

como la hemicelulosa y azucares &cidos (Asina et al, 2017).

Por lo tanto, el licor negro debe considerarse por separado de la lignina industrial
sin carbohidratos a pesar de su origen similar. Ademas, alrededor de 70 kg de
compuestos organicos (principalmente lignina) por tonelada de pulpa puede
disolverse durante el blanqueo de la pulpa. Después de 90% de remocion de lignina
durante la fabricacion de pasta Kraft, la mayor parte de la lignina restante presente
en la pulpa puede disolverse durante las etapas de extraccioén de cloro y alcali en el
proceso de blanqueo. La clorolignina, producida durante esta etapa, presenta un
peso molecular mas bajo con un contenido més alto de hidroxilo fendlico, carboxilo

y grupos carbonilo conjugados (Asina et al, 2017).

La lignina Kraft se aisla del licor negro de alta alcalinidad al llevar el pH a 2-5 (Asina
et al, 2017), con un &cido, como el &cido sulfarico, esto debido a que la solubilidad
de la lignina Kraft en agua disminuye con el descenso del pH; al reducir el pH
también se reduce el grado de ionizacion de las moléculas favoreciendo la auto-
agregacion. Dado que otros componentes del licor negro (Por ej. componentes
inorganicos, azucares y sus productos de degradacién) son solubles en agua en un
amplio intervalo de pH, la reduccién del pH permite la precipitacion de la lignina y
Su recuperacion con un contenido relativamente bajo en carbohidratos (Chavez-
Sifontes y Domine, 2013).

Las ligninas Kraft industriales no modificadas se caracterizan por un grado
relativamente alto de pureza a su vez también presentan temperaturas de transicion
vitrea alrededor de 140 °C, mientras que estudios a altas temperaturas muestran la
presencia de multiples picos a 452 °C con dos hombros a 432 °C y 482 °C. Esta es
una gran diferencia con respecto a los lignosulfonatos que no presentan
temperatura de transicion vitrea y, ademas, poseen una baja temperatura de
descomposicion debido a su elevado contenido en carbohidratos (Chavez-Sifontes
y Domine, 2013).
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1.3.2 Lignosulfonato

La lignina sulfito es producida por el proceso sulfito para fabricacion de pasta de
celulosa y estd, fue histéricamente el tipo de lignina industrial mas abundante
disponible comercialmente. Se desarrollé inicialmente basado en el uso de bisulfito
de calcio, un producto quimico barato para la fabricacién de pasta. La falta de una
tecnologia adecuada para la recuperacion de este producto quimico, del licor
generado propici6 el desarrollo de otros usos para estos licores, como por ejemplo
la produccién de lignosulfonatos de calcio (Gellerstedt y Henrinksson, 2008).

La tecnologia de fabricacién de pasta tipo sulfito ha evolucionado hasta incorporar
el uso de otros sulfitos y bisulfitos, tales como sulfitos de magnesio, de amonio y de
sodio. Asi, los lignosulfonatos resultantes han encontrado también aplicaciones, en
algunos casos especialmente adaptados para un tipo de cation especifico
(Gellerstedt y Henrinksson, 2008).

En procesos alternos de fabricacion de pasta de sulfito, un &cido sulfuroso
parcialmente neutralizado (H2SOz3) que contiene un ion bisulfito (HSOz3") se aplica
para disolver la lignina. En este proceso, las virutas de madera se tratan a 120-150
°C de 500-700 kPa. La pulpa de sulfito acido y de bisulfito usan altas y bajas
relaciones de H2S0s/(HSO3’), respectivamente. El otro tratamiento, la pulpa de
sulfito alcalino, emplea cantidades iguales de NaOH y Na2SOs en el licor de coccion.
El polimerizado de sulfito neutro emplea una solucion neutra de Na2SO3 y Na2CO3
para suavizar la lignina y es a menudo acoplado con pulpa mecéanica para una

remocién mas completa de la lignina (Asina et al, 2017).

Este proceso no es selectivo para la remocion de lignina, el licor resultante contiene
hemicelulosa y carbohidratos; por o que para obtener lignina con mayor grado de
pureza debe someterse a posteriores procesos de separacion El contenido de
azufre reportado en la literatura oscila entre 4-8% por ciento, la mayor parte en forma
de sulfonato, aunque se encuentra en otras formas (sulfito y sulfato). En general, el
grado de sulfonacion de la lignina industrial es de 0,17-0,65 grupos sulfonato por
unidad de fenilpropano, o alrededor de 0,9-3,3 grupos sulfonato por 1 g de lignina
(Chavez-Sifontes y Domine, 2013).
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En comparacion con la pulpa Kraft, la pulpa de sulfito puede tratar sélo ciertas
especies de madera y es completamente incapaz de procesar la corteza de madera.
Ademas, la eficiencia de tratamiento de la pasta de sulfito puede ser tan solo el 70%
de la de la pulpa Kraft, incluso para las especies a las que este método es aplicable.
Asi, sélo alrededor del 10% de la pulpa se produce actualmente en todo el mundo
por pulpa de sulfito. Sin embargo, el lignosulfonato es una materia prima
actualmente considerada para aplicacion industrial en la produccion de tenso
activos y agentes dispersantes, debido a su mayor solubilidad en agua y
polidispersidad mas amplia comparada con la lignina Kraft. Con una masa molecular
mas alta, el lignosulfonato también puede aumentar la resistencia del material
cuando se utiliza como un aditivo de cemento. Sus propiedades fisicas y quimicas
varian significativamente dependiendo de condiciones de tratamiento especificas,
por ejemplo, la adicion de metanol y antraquinona o bisulfito de magnesio (Asina et
al, 2017).

1.3.3 Lignina de soday Lignina Organosolv

La lignina de soda y la lignina Organosolv representan una porcion menor de la
produccion industrial de lignina. La pulpa de soda se utiliza principalmente para el
procesamiento de materias primas no madereras como el bagazo, el kenaf y la paja
de trigo (Asina et al, 2017); estas materias primas han desempefiado un papel
dominante como fuente de pulpa hasta hace aproximadamente un siglo y aun lo
siguen siendo para algunos paises en desarrollo (notablemente China, India y
paises de América del Sur). Las pastas de celulosa fabricadas mediante el proceso
tipo soda se emplean principalmente para hacer papel de diferentes clases;
ademas, se obtienen pastas de celulosa especiales para fabricar embalajes
(Gellerstedt y Henrinksson, 2008).

La pulpa se lleva a cabo a 140-170 °C en presencia de 13-16% en peso de hidroxido
de sodio. Durante la pulpa de soda, la antraquinona se puede utilizar como un
aditivo para evitar la degradacion de carbohidratos (Asina et al, 2017). Hay muchas
similitudes entre la fabricacion de pasta tipo soda y la pasta tipo Kraft, especialmente
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en reacciones tales como la ruptura de enlaces entre la lignina y los carbohidratos,
la despolimerizacion de la lignina y su re-condensacion. Sin embargo, a diferencia
del proceso Kraft, en la fabricaciéon de pasta tipo soda el licor negro no contiene
nucledfilos fuertes (tales como sulfuro o hidrosulfuro) compuestos que podrian
bloquear la condensacion de los intermedios de fragmentacion. Por lo tanto, la
condensacion de la lignina puede ser mas frecuente en este proceso que en el

proceso Kraft (Chavez-Sifontes y Domine, 2013).

La lignina también se puede extraer de la biomasa con disolventes organicos tales

como etanol, metanol y &cidos organicos mediante solubilizacion.

En un proceso utilizado industrialmente para recuperar ligninas tipo soda de licores
negros provenientes de residuos no maderables, el pH es reducido con un acido
mineral hasta formar una suspension de lignina, la que posteriormente es filtrada,
lavada y secada; hasta producir lignina en polvo con una elevada pureza y un
porcentaje de humedad menor al 5%. Este tipo de ligninas presentan temperaturas
de transicién vitrea entre 158-185 °C. La ausencia de azufre les da ventaja sobre
las ligninas tipo Kraft para aplicaciones en las que se necesitan flujos térmicos y las
emisiones de compuestos sulfurosos voléatiles son indeseables (Chavez-Sifontes y
Domine, 2013).

Después de la extraccion de la pulpa de Organosolv, el disolvente organico puede
recuperarse facilmente por destilacion. Aunque los tratamientos de soda y
Organosolv son menos eficientes que los que implican azufre, su mayor idoneidad
para el funcionamiento en fabricas de papel a pequefia escala hace que estos
procesos sean viables. Una ventaja significativa de la lignina producida a partir de
estos procesos es su estructura libre de azufre, que permite un procesamiento
posterior como lo son acetilaciones, reducciones, alquilaciones, etc., para la

produccion de compuestos mas complejos. (Asina et al, 2017).

Los tres métodos antes mencionados son los que conforman en mayor proporcion
la produccion de lignina a nivel industrial y como sumario se presentan en la Tabla
5, los tipos de lignina que se obtienen como producto de cada uno de los métodos

antes mencionados.
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Tabla 5. Caracteristicas de las principales ligninas comerciales. (Vishtal y

Kraslawski, 2011).

Tipo de lignina Lignina o . Lignina
Parametros Sulfito Hlgniie KrEnt | HEhiie Seee Organosolv
Cenizas (%) 4.0-8.0 05-3.0 0.7-23 1.7

Humedad (%) 5.8 3.0-6.0 25-5.0 7.5
Carbohidratos (%) -- 1.0-23 1.5-3.0 1.0-3.0
Soluble en acido (%) - 1.0-49 1.0-11 1.9
Nitrogeno (%) 0.02 0.05 02-1.0 0.0-0.3
Azufre (%) 3.5-8.0 1.0-11 0,0 0.0
1.000 - 50.000
1.500 —5.000 | 1.000 - 3.000
Masa molecular kDa (hasta 500-5.000
150.000) (hasta 25.000) | (hasta 15.000)
Precipitacion Precipitacion Extraccion
Método de . L (cambio de pit con
! Ultrafiltracion (cambio de ,
Separacion pH) y H) disolventes
ultrafiltraciéon b organicos

Asi mismo hay otros métodos mas recientes que se han ido implementando por la
necesidad de tener alternativas practicas a los métodos anteriores buscando
mejores resultados de obtencién y menos interferencias. Algunos ejemplos de estos

métodos se describirdn a continuacion.

1.3.4 Lignina de hidrdlisis enzimética y Lignina de hidrdlisis acida.

La otra lignina libre de azufre denominada lignina de hidrolisis enzimatica, se obtiene
por hidrolisis selectiva de biomasa utilizando enzimas celuliticas, que deja la lignina
como residuo soélido. Sin embargo, a pesar del alto contenido de impurezas
incluyendo carbohidratos y residuos de proteinas, la lignina de hidrélisis enzimatica
posee un valor mas alto para sus aplicaciones potenciales, tales como el desarrollo
de absorbentes, esto debido a la mayor conservacion de la estructura original

debido a condiciones de reaccién menos severas gue otros tratamientos. Ademas,
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esta lignina puede usarse en el desarrollo de nuevos polimeros tales como
compuestos de epoxi-lignina combinando lignina con un polimero sintético. Se
encontré que tanto las propiedades mecanicas como la estabilidad térmica de los
compuestos epoxi estaban fuertemente influenciadas por la adicion de lignina de
hidrélisis enzimatica de paja de maiz.

El tratamiento previo con &cido diluido (2-5%) o concentrado (10-30%),
principalmente con acidos sulfurico o clorhidrico, también puede descomponer la
celulosa y la hemicelulosa mientras se separa la llamada lignina de hidrélisis acida

como residuo (Asina et al, 2017).

1.3.5 Ligninaliquidaidnica

Un tipo adicional de lignina se obtiene mediante la aplicacion de liquidos i6nicos.
Los liquidos idnicos son sales que tienen lugar en el estado liquido a o por debajo
de 100 °C. Los cationes mas comunes que comprenden estas sales son
trialquilpiridinio o imidazolio asi como derivados de tetraalquilfosfonio o amonio
mientras que los haluros y los &cidos organicos fluorados se usan como contra-
aniones. Una vez que se disuelve toda la biomasa, tipicamente a 80-130 °C, la
celulosa y la lignina pueden separarse adicionalmente utilizando los denominados
"anti-disolventes", es decir, agentes de precipitacion selectiva de lignina, tales como
agua, mezcla de acetona y agua, etc. (Asina et al, 2017).

En la Figura 5, se muestra una tabla resumiendo los tipos de extraccion de lignina

usados industrialmente.
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NaOH+Na,S

Pulpa sulfito acido

Pulpa bisulfito

B « H,S0, + HSO, con Ca*2. Mg*2, Na*, NH,*

Pulpa sulfito neutro

—  Pulpa sulfito alcalina

Etanol, metanol, acidos
organicos

NaOH

Na,C0, + Na,S0,

Condiciones suaves: Na,C0;, Na,50,, NaOH + Refinamiento mecanico

Vapor presurizado

Molienda entre dos discos
acanalados

Molienda contra piedras
artificiales adheridas

« Molino a presion

Figura 5. Tipos de Lignina producidas industrialmente. (Asina et al, 2017)




Hasta ahora, la produccion de ligninas libres de azufre ha sido menor que la del
lignosulfonato y la lignina Kraft. Sin embargo, el rapido desarrollo de las
biorrefinerias puede conducir a un aumento significativo de la fraccion de las ligninas

gue se producen junto con el procesamiento de carbohidratos de biomasa.

Objetivo General

Disefiar un procedimiento que sea reproducible y que permita obtener un
rendimiento alto para la cuantificacion de lignina en diferente tipo de material

lignocelulésico.

2 Metodologia.

Se probaron diferentes métodos para la cuantificacién de lignina en los materiales
lignocelulésicos, los cuales tienen como variables, diferentes formas de

calentamiento, tiempo y adicién de reactivos y enzimas.

Los métodos usados fueron:

a) Digestion por autoclave.
b) Cuantificacion por espectrofotometria UV mediante acetilacion.

c) Método combinado de Fibra-Klason.



2.1Digestion por autoclave.

Para este método la digestion se realizdé en un sistema de autoclave por calor

hamedo. En la Figura 6 se muestra el diagrama general para este método.

Pesado de i Secado
muestra 3 g Lavado Filtrado 100°C/24 h
Incubacion Incubacion
_ 120°C/40 min 30°C/60 min
Filtrado * Dilucion a « Adicion Pesado
4.5% m/m acido 72%
0.1 g para
determinacion
. ; de Proteina
ecado
100°C/24 h Pesado
Resto para

determinacion
de cenizas por
mufla

Figura 6. Diagrama del método de cuantificacién por autoclave.

Se peso6 aproximadamente 3 gramos del residuo después de hidrdlisis y se lavo con
aproximadamente 300 mL de agua caliente, hasta la perdida de color en el agua de
lavado para quitar impurezas y materiales hidrosolubles en la matriz. La muestra se

filtr6, seco y peso para cuantificar la pérdida de peso en el lavado (~45% m/m).

La muestra se coloco en tubos de ensayo de 20x150 mm adicionandoles acido
sulfarico al 72% en una relacion de 1mL/100mg de muestra, los tubos de ensaye se
llevaron a incubacién en bafio de agua a 30°C/60 min, realizando asi una primera
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digestion llevada a cabo con una alta concentracidbn de acido y una baja
temperatura. Terminada esta primera digestion de manera subsecuente se realizo
una segunda digestion diluyendo el acido y aumentando la temperatura, esto se
llevé a cabo trasvasando el contenido a un matraz Erlenmeyer de 500 mL, y
diluyendo el contenido hasta un 4.5% m/m con agua destilada para posteriormente

incubar el matraz en autoclave a 120°C/40 min.

Pasado el tiempo de incubacion la muestra se filtrg, a través de papel filtro a peso
constante, esto mediante vacio para después ser llevada a estufa para su secado a
100°C durante 4h; posteriormente se realizo el pesado de la misma. Una vez pesado
el residuo resultante de la muestra tras las hidrélisis, se homogeneizo para llevar a
cabo la determinacion de proteina (método de Kjeldahl) y la determinacion de

cenizas.

2.2 Cuantificacion por espectrofotometria UV mediante acetilacion (ABL).

Este método consistio en evaluar el contenido de lignina en una muestra mediante
la acetilacion de la misma, haciendo reaccionar el producto de acetilacion con
Clorhidrato de Hidroxilamina para asi formar un compuesto fluorescente capaz de
absorber energia en la region UV del espectro a una longitud de onda de 280 nm.

En la figura 7 se muestra el diagrama de extraccion
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)

Secar
muestras
(55°C, 72h)
y moler

—

Centrifugar
(3000g, 15

min) y secar
(55°C)

Disolver el
extracto con
4-5 mL de
dioxano,
filtrar con
filtro de

nylon
— 7

4 ) )
Se agregan en
matraz de bola
250 mL 10g de Reflujo
la pared celular, con N,,
200 mL de HCI 1h
en dioxano 0.2

- N J -

Vaciar el filtrado gota a gota
en tubos de centrifuga (con

200 mL de agua) con

agitacion. Agregar 3 g de

NaSO, anhidro

Vaciar el filtrado gota a
gota en tubos de
centrifuga (con 200 mL de
dietiléter anhidro) en
agitacion. Centrifugar
(3000g, 15 min)

~

J

)

Enfriary
filtrar con
filtro de fibra
de vidrio

—

Filtrar y
concentrar en
rotavapor (45-

( Recibir en
matraz de 500
mL con 15 g
de NaHCO;
lavar con
dioxano al

50°C) y volver
a filtrar
\_ J
4 I
Lavar con

dixano y eter.
Después lavar
con 80 mL de
agua y dispersar
con espatula

- J

0
9 92% y

)

Agitar hasta
llegar a pH
neutro (~3h)

—

)

Centrifugar
(6000g, 15
min) , y
secar
(55°C, 24 h)

—

Figura 7. Diagrama de la extraccion de la pared celular en las fibras iniciales

tratadas.

Para poder llevar a cabo la reaccion de acetilacion, primeramente, se llevo a cabo

una extraccion de la lignina directamente desde la matriz de las muestras con

dioxano, el cual es un disolvente de muy baja polaridad que segun estudios es

capaz de solubilizar una gran variedad de lignina hidrofébica (Chavez-Sifontes y
Domine, 2013).

Para esto lo primero que se realizd fue un secado y molienda de las diferentes

muestras para asi poder tener una mayor area de contacto entre las fibras y el

disolvente, el disolvente fue afiadido en una mezcla acida con HCI, esto para facilitar
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la separacién de las fibras de lignina de la matriz; la mezcla se sometio a reflujo

moderado en una atmosfera inerte de N2 durante una hora.

Una vez terminado el reflujo se dejo enfriar y se filtr6 mediante fibra de vidrio,
posteriormente el sobrenadante se recibiéo en un matraz Erlenmeyer de capacidad
de 500 mL con 10 g de bicarbonato de sodio con lo que se llevaba a la neutralidad
el sobrenadante. Asi mismo consecutivamente se realizaron lavados de dioxano
para atrapar la lignina suspendida; el exceso de dioxano se removia mediante
concentracion en un equipo Rotavapor. Para separar la lignina de componentes
hidrofilicos que pudieran haber quedado en los extractos, estos mismos extractos
fueron puestos en tubos de centrifuga con agua destilada y 3g de sulfato de sodio
anhidro. El extracto resultante se sec6 en estufa convencional y posteriormente se
disolvié una vez mas con dioxano repitiendo el paso del centrifugado solo que en
esa ocasion con dietiléter en vez de agua, por ultimo, se realizaron lavados con
disolventes (dioxano y dietiléter) y un ultimo con agua para dispersar la lignina

obtenida, la mezcla resultante se centrifugd para separar la fase solida de interés.

4 N 4 ) 4 T LmL ) )
omar1lm
Realizar curvas Pesar 3,6, 9y 15 y agregar 1 -
ara eliminar mg de lignina en mL de Sumergir
P tubos de ensayo y en bafo de
los compuestos aqreaar 10 mL de bromuro de 20Ua
gue no son greg - acetilo en 9
lignina acido acético al acido acético (50°C, 2h)
95% (50% vIv)
- J \_ J N\ J \ J
) s N e N
Enfriary
*Correr Mezclar y agregar 5 mL
blanco con Leer a agregar 1 mL de &cido
aqua en de clorhidrato »
g 4 280 nm de acéticoy 3mL
vez de
muestra hidroxilamina de NaﬁH 0.3
\ J - J - J

Figura 8. Diagrama de cuantificacién y preparacién de la curva de calibracion
para el método de ABL.
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Para la cuantificacion de la lignina en el extracto anterior se realizé una curva de
calibracion Figura 8 usando de referencia una lignina comercial (SIGMA-ALDRICH
471003), de la cual se tomo una pequefia cantidad que se hizo reaccionar en medio
acido con bromuro de acetilo, la reaccién se llevo a cabo en un bafio Maria (50°C,
2h). Una vez concluido el tiempo se afiadio acido acético e hidréxido de sodio para
mantener un pH lo mas cercano a la neutralidad, por ultimo, se formé el compuesto
luminiscente con clorhidrato de hidroxilamina y se procedia a leer en
espectrofotometro de UV a una longitud de onda de 280 nm; durante las adiciones
de reactivos, asi como antes de la lectura los tubos se agitaron mediante vortex

para homogeneizar la solucién.

Las muestras se trataron de la misma forma realizando un triplicado de cada una de
las mismas y se procedia a interpolar los resultados obtenidos de las muestras en

la curva de calibracion realizada.

2.3 Método combinado de Fibra-Klason.

El tercer método que se utilizé fue una variacién del método de cuantificacion de
fibra dietética, el cual presenta correcciones por cenizas y proteina; asi mismo
incluye pasos de la determinacion clasica de lignina de Klason llevada a cabo por

hidrélisis con acidos fuertes.

2.3.1 Pretratamiento de la materia prima inicial.
2.3.1.1 Extraccion de la pared celular.

Se realiz6 una extraccion de la pared celular proveniente de la materia prima para
quitar contaminantes contenidos en ella; para ello se realiz6 una extraccion con
disolventes en un sistema Soxhlet. Para la extraccion, el material inicial fue secado
en estufa convencional a 100°C durante 4h, posteriormente la fibra se someti6 a

molienda en un molino de aspas y se puso en un sistema de extraccion Soxhlet con
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un peso aproximado de 20-30 g por cartucho. La extraccion se realizé de forma
subsecuente con distintos disolventes; las secuencias de disolventes usados
fueron: Agua desionizada, etanol 98%, diclorometano y acetona; la extraccion con
cada disolvente duré aproximadamente 8 horas con un goteo de 1 por segundo,
dejando el tiempo suficiente para que la seccidon del colector ya no mostrase

coloracion.

2.3.1.2Tratamiento térmico y enzimatico

Para la materia prima de material lignocelulésico, en que los componentes estan
altamente unidos a la estructura de la pared se utilizd un tratamiento térmico para
adecuar y ablandar la fibra, esto para poder facilitar la reaccion y cuantificacion
posterior de la lignina. El procedimiento consistié en pesar 10 g de la fibra en un
matraz con 50 mL de agua destilada y someterlo a condiciones de autoclave (121°C
durante 1.5 h). De esa forma la fibra se hidrataba y sensibilizaba para permitir el

acceso de los reactivos y enzimas posteriormente usados.

Posteriormente se procedid a realizar tres etapas de hidrolisis con una mezcla
enzimatica compuesta de proteasa bacteriana, glucanasa bacteriana y xilanasa
fungica. Para la primera enzima las condiciones de incubacion fueron 60°C, 30 min,
pH 5.0-5.5 en un bafio con agitacién a 60°C. Para las posteriores dos enzimas las
condiciones de incubacion fueron las mismas: 50°C, 96 h, pH=4.5-5.5 en un bafio

térmico con agitacion. La adicidon de enzimas fue continua una tras otra.

Las enzimas, una vez debilitada la estructura de la fibra con el tratamiento térmico
previo, procedian a romper las cadenas de proteinas, celulosa y hemicelulosa
respectivamente dentro de la estructura liberando parte de la lignina atrapada en las

redes.

Después de pasar el tiempo de hidrdlisis las muestras se centrifugaron a 4500 g

durante 15 min para separar el sobrenadante y obtener el sélido de interés.
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2.3.2 Preparacion de muestras previamente deconstruidas en un reactor de

5L, en un sistema acido fase gas/liquido

Las muestras de material lignoceluldsico tratadas para su deconstruccion a través
de un proceso acido fase gas /liquido, se sometieron a una separacion del residuo
sélido y el sobrenadante mediante centrifugacion de la muestra la cual se realizé a

4500 g durante 15 min en una centrifuga de angulo fijo.

Después del centrifugado la muestra se separé inmediatamente por decantacion del
sobrenadante para obtener el residuo sdlido solamente; el residuo soélido se

procedio a secar en estufa convencional bajo condiciones de 100°C/24h.

Debido a los tratamientos anteriores el residuo sélido en principio ademas de lignina
contiene una cierta cantidad de impurezas debido a las trazas de proteina, acidos,
carbohidratos y demas estructuras producidas y afiadidas durante el proceso
hidrolitico, por lo cual fue necesario realizar una serie de lavados de este residuo
sélido para quitar impurezas no deseadas y que pudieran llegar a interferir con la

cuantificacion.

Para el lavado se pesaron 3g del residuo seco y fue colocado en un sistema de
filtracion al vacio con papel filtro previamente puesto a peso constante y como
disolvente de lavado se utilizd agua destilada hirviendo, se realizaron varias
repeticiones de lavados hasta asegurar que el agua de lavado obtenida fuera
translucida, quitando asi la mayor parte de los contaminantes impregnados en la

matriz.

Una vez pasada la etapa de lavado, el residuo sélido fue puesto a secar en estufa

convencional a 100°C/24 h.

2.3.3 Cuantificacion de lignina en muestras

En la Figura 9 se muestra el esquema general para la cuantificaciéon de lignina en

los materiales y muestras tratadas como se describio anteriormente.

-30-



Una vez secado el residuo lavado proveniente del proceso hidrolitico se procedi6 a
pesar en tubos de ensaye de 15x150 mm lo que se obtuvo de masa total. Asi mismo
se transfirio el residuo de la fibra inicial después del centrifugado en igualmente

tubos de ensaye de 15x150 mm.

Ya en los tubos, a la muestra, se les afiadié 10 mL de acido sulfurico concentrado
con agitacion y se puso a incubacion a 45°C durante 2 h. Una vez terminada esta
hidrdlisis, la mezcla se transfirié a un matraz Erlenmeyer de 250 mL y le fue afiadido
110 mL de agua destilada, esto para diluir la concentracién del &cido sulfarico de 12
M a 1 M. La nueva mezcla de hidrolisis se puso en incubacién en bafio Maria durante
1.5h.

Una vez pasado el tiempo de hidrdlisis las muestras se filtraron a través de papel
filtro a peso constante y fueron puestas a secar en estufa convencional 100°C/24h,
posteriormente se pesO el solido obtenido para determinar el peso final del
tratamiento de hidrolisis y hacer los céalculos correspondientes.

Para corregir el resultado debido al peso que también aportan las cenizas
provenientes de la propia muestra, buffer, sales formadas por la adicion de los
acidos entre otras, asi como el valor de proteina que hay en la muestra debido a la
adicién de enzima y a los fragmentos remanentes de proteina que pudieran haber

guedado en la matriz.

Para corregir estos valores de peso se realizaron correccion de peso por cenizas y

proteina.
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Pesado de , Secado
muestra 3 g Lavado Filtrado 100°C/24 h
Incubacion Incubacion
EbuIIic.ién/90 45°C./120
Filtrado min min Pesado
* Diluciéon a * Adicién
1M acida 12M
— —
0.1 g para
determinacioén de
Secado Proteina
100°C/24 h Pesado
Resto para

determinacién de
cenizas por mufla

Figura 9. Diagrama para la cuantificacion de la lignina en las muestras por

medio del método combinado de Fibra-Klason.

2.4 Balance de cenizas

También para observar cdmo era la variacién del porcentaje de cenizas debido al
tratamiento con acidos, buffer y materiales fibrosos, se realiz6 un balance de
cenizas (Figura 10) para las fibras analizadas, esto fue necesario para la correccion

por peso de la lignina en el punto especifico de correccion por cenizas.

La metodologia general para el balance de cenizas fue el andlisis tradicional,
pesando aproximadamente 5 g de muestra en crisoles de porcelana a peso

constante, estas muestras fueron tomadas de cada una de las fases del andlisis, y
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sometieron a calcinacion en mechero; en forma consecutiva se sometié a

calcinacion en mufla a 450 °C.

Una vez que se cerciora que las muestras ya no presenten coloracion que indique
compuestos organicos, fueron retiradas de la mufla y puestas en un desecador para
su enfriamiento. Al alcanzar el equilibrio térmico con el ambiente se somete a pesaje

para el calculo de concentracidn de cenizas.

Fibra
lignocelulésica

Tratamiento

Lodo (biomasa Adicion de
18%s) buffer y
enzimas
Lodo hidralisis Residuo Sobrenadante

Laboratorio

Después de

Antes de lavar A

Figura 10. Diagrama de las etapas en las que se realiz6 el balance de cenizas

realizado a las muestras.
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3 Resultados vy Discusioén

3.1 Eleccion del método de trabajo.

Para la eleccion del método con el cual llevar a cabo la cuantificacion de la lignina
se probaron diferentes métodos; el material fiboroso seleccionado, en el cual se
realizaron las pruebas, fue el bagazo de agave tequilero. Este material presenta un
aproximado de 18% de lignina en su constitucion. Con base en este dato, se
comparé el método que diera el valor mas confiable y exacto (Tabla 6). Los
diferentes métodos fueron en su mayoria gravimétricos a excepcion de uno

espectrofotométrico de acetilacion (ABL).

3.1.1 Método espectrofotométrico de Acetilacion (ABL).

Este método consistié en llevar a cabo la acetilacion de la lignina con bromuro de
acetilo en condiciones &cidas, para después hacer la reaccién con clorhidrato de
hidroxilamina provocando una respuesta que puede ser leida a una longitud de onda
de 280 nm.

El resultado del método espectrofotométrico de acetilacion presento diferentes tipos
de dificultades, asi como errores al momento de la lectura, esto debido a la poca
selectividad de la reaccién, causa también de no saber la caracterizacion de la

estructura misma.

Con este método (ABL), se pretendia por medio de una curva de calibracion
realizada con un extracto de lignina y posteriormente con un estandar de lignina el
poder tener una forma cuantitativa de interpolacién, que llevara a una evaluacion
confiable. Sin embargo, como se muestra en la Tabla 6 este método presento varios
problemas debido a su alta dispersion no seguia un patron repetible de respuesta y
poca exactitud, para algunas pruebas la acetilacion era mayor que en otras. Se
observé también, que en algunos ensayos era demasiada la cantidad de producto
que a los pocos segundos tendia a la heterogeneidad en la solucion, esto debido
probablemente a la poca solubilizaciéon de la lignina en la solucion de acético,

provocando un gradiente de concentracién hacia el fondo de la solucion.
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Al evaluar los resultados obtenidos estos presentaron una alta dispersion, y los
indices de correlacién resultaban bajos (~0.93 de correlacion), dado esto, se tomé
la decision de no continuar con este método debido a su pobre reproducibilidad, asi
como poca especificidad al momento de la reaccion de acetilacion con la fibra. Esto
seguramente se debid a que dependiendo del tipo de monolignoles existentes en la
fibra, asi como su arreglo espacial era el tipo de acetilacion que podria recibir y con
ella formar el producto colorido con el clorhidrato de hidroxilamina. Esto es una
limitante ya que en muchas ocasiones se desconoce el tipo de arreglo y la
caracterizacion de los monolignoles en las fibras por lo que es dificil conocer el

grado de acetilaciéon, asi como su especificidad en la forma que reacciona.

3.1.2 Método para la obtencion de la Lignina de Klason.

3.1.2.1 Digestion por autoclave acido.

Se realizaron distintos métodos gravimétricos utilizando como base el principio de
la lignina de Klason, en el cual el residuo resultante después de un tratamiento acido
a temperaturas elevadas de digestion destruiria todas las estructuras organicas en
la matriz a excepcion de la lignina que junto con la celulosa cristalina es la estructura

mas resistente de la pared celular de las plantas.

Con base en este principio, se probaron diferentes parametros para aumentar el
grado de hidrdlisis que pudiera tener la fibra, sin comprometer la integridad de la
lignina. La lignina si era fragmentada provocaria solubilizacién y una subestimacién

al llevar a cabo la cuantificacion ya que esta consistia en evaluar el residuo sélido.
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3.1.2.2 Tratamiento enziméatico-acido.

Con base en los resultados del tratamiento por autoclave se decidid adecuar las
fibras antes del tratamiento acido, a través de la adicion de enzimas para que
actuaran a nivel de las estructuras de los carbohidratos. Las enzimas hidrolizan los
enlaces de celulosa y hemicelulosas formadas por glucosa y pentosas
respectivamente, para lo cual se usaron las mezclas de enzimas de tipo celulasas,
xilanasas, asi como una proteasa para romper las pequefias proporciones de
péptidos y oligopéptidos que pudieran interferir en la ruptura de las estructuras y la
liberacion de la lignina de interés.

Las enzimas fueron agregadas en exceso para obtener el mayor grado de hidrdlisis
posible para asi en conjunto con una un tratamiento previo en autoclave la fibrilla
del material y sus estructuras fueran debilitadas tanto por la accion térmica, asi
como, por la hidratacion de la mismas. Lo anterior permitiria un aumento en la
hidratacion haciendo que las estructuras se hicieran menos rigidas logrando asi un
mayor ataque enzimatico y acido al tener mas sitios donde penetrar. Sin embargo,
los resultados obtenidos (Tabla 6) fueron similares a los del método acido-autoclave
(0.016% y 0.024% de DE respectivamente) que, aunque presentaban un valor de
desviacion estandar bajo y se podria considerar adecuado, los resultados obtenidos
era algo menor al esperado. Por lo anterior, se opt6 por seguir probando otro método
para observar tanto su reproducibilidad como exactitud y que los resultados
obtenidos fueran mas cercanos a los esperados; para esto se prob6 un dltimo

método que fue una modificacion del método de fibra dietética.
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Tabla 6. Influencia del método de cuantificacién sobre la concentracion de

lignina en bagazo de agave (Resultados en g/100g).

Métodos Gravimétricos
Método
Espectr_ofo_tgmetrlco Klason estandar t(lason Método Mgtodo
(Acetilacion con dici estandar con binado d combinado de
bromuro) en condiclones adiciéon de combinado ae Fibra-Klason
de autoclave . Fibra-Klason o
enzimas (optimizado)
15.17 +
30.08+5.2 % 16.85 + 0.024% 27.67 £0.03% | 17.98+4.01%
0.016%

(Resultados promedio n=7)

3.1.3 Método combinado de Fibra-Klason.

El siguiente método que se realizé fue una combinacion de las determinaciones
clasicas de Fibra y de Lignina de Klason. Sin embargo, en la implementacion del
método original se observé que el sdélido final resultante de la hidrélisis aln
conservaba varias fibras intactas lo cual era un indicativo visual que no se habia
realizado una hidrélisis adecuada, esto podia inferir que el valor que se obtuvo de
ello se estaba sobreestimado, debido a que el peso excedente de las fibras que no
se hidrolizaban, aumentaba el valor que era asociado con lo que deberia ser lignina

solamente

Al observar lo anterior se tom6 la decision de continuar con el método aplicando una
serie de modificaciones (Tabla 7), esto con el objetivo de producir una mayor ruptura
de las fibras en un menor tiempo posible para asi poder tener una mayor
recuperacion de la concentracion de lignina en el sélido resultante. Los parametros

gue sufrieron modificacion fueron:

a) Cantidades de enzima: esto para sobresaturar las areas de contacto con las
fibras aumentando asi la capacidad de hidrdlisis de las enzimas.
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b) Condiciones de incubacion en la fase de hidrdlisis enzimatica: Esto para
alargar el tiempo en el que se dejaba actuar a las enzimas y poder obtener
una mayor hidrdélisis.

c) Condiciones de incubacién en la fase de hidrélisis acida: estas condiciones
se variaron para tratar de lograr una mayor hidrolisis de las zonas cristalinas
y zonas muy ramificadas que no se lograron desestabilizar con el tratamiento
enzimatico, para asi poder contar con una representacion total de la lignina

en las muestras.

Esto aunado a los pretratamientos explicados anteriormente para lograr asi bajar la
rigidez de la matriz y adecuarla para un mayor ataque por parte de los reactivos y

de las enzimas.

Sin embargo varias de las posibles causas de error que podrian presentarse para
los resultados en este método fueron cuidadas, esto por ejemplo en el caso del peso
del residuo final, en el cual se realizaron los diferentes lavados antes explicados en
la metodologia para asi eliminar todo el residuo que pudiera ser soluble en el agua,
ya que como en el proceso hidrolitico lo que se producen son carbohidratos en
forma de hexosas, oligohexosas, pentosas y oligopentosas, y al ser estas moléculas
solubles en aguas es facil eliminarlas con adicion de agua hirviendo, asi como el
mayor numero de sales formadas por la neutralizacion del residuo hidrolitico ya que
en un inicio debido al proceso al que es sometido, este lodo viene con un pH cercano
a 1-2 por lo cual al subir el pH con NaOH, la formacion de sales es irremediable, por

lo tanto estas sales provocarian peso adicional y es necesario a quitarlas.

Otro de los cuidados que se tuvo en la prueba de este método fue el uso de cada

material a peso constante para evitar errores de peso por la humedad del material.
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Tabla 7. Variaciones en los pardmetros durante la optimizacion del método

seleccionado.

Volumen de enzima

Condiciones de

Condiciones

Condiciones

Parametro _ _ . .
(mL) incubacion en hidrélisis | en hidrolisis
- _ _ acida con acida con
Modificaciones | Glucanasa | Xilanasa | Glucanasa | Xilanasa | = _
acido 12 M acido 1 M
o 50°C/18
Inicial 1 1 50°C/18 h H 30°C/1h 100°C/1.5 h
o 50°C/48
Modificacion 1 1 1 50°C/72 h h 30°C/8h 121°C/1.5h
Modificacion 2 Mezcla (1:1) 2 mL 50°C/ 96 h 30°C/2h 100°C/1.5h
L 50°C/96
Modificacion 3 2 2 50°C/96 h H 30°C/2h 100°C/1.5h

Pasado estas pruebas y consideraciones se eligié que el método que conllevaba

una modificacion del método de fibra y de Klason, era el método mas eficaz y con

resultados constantes de entre los que se trabajaron en la cuantificacion de la

lignina, esto debido a que involucraba el pretratamiento de las fibras, la hidrélisis

enzimatica por periodos de incubacion extendidos y el uso de condiciones acidas

fuertes, esta mezcla propicié en las pruebas, que el grado de hidrdlisis fuera el

mayor posible asi como que la morfologia del residuo final era practicamente un

semisolido sin fibrillas, y lo mas importante con un valor cercano al esperado para

el bagazo de Agave
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3.2 Cuantificacion de los materiales lignoceluldsicos.

3.2.1 Cuantificacion de cada componente para eliminacion de factores

por correccion de masa.

Una vez seleccionado el método de trabajo: Método combinado de Fibra-Klason, se
procedio a la aplicacion de este para la cuantificacion de los deméas materiales, tanto
en su forma de materia prima como en su forma de residuo sélido proveniente de
las muestras deconstruidas en el reactor de 5 L, en un sistema acido fase

gas/liquido.

Para la obtencion de los resultados se procedié a realizar los calculos

correspondientes como se muestra en el Anexo 1.

En la Tabla 8 se muestran los resultados promedio de las determinaciones del
analisis composicional de las fibras de materiales iniciales. Se puede observar como
en un inicio el contenido de lignina en las fibras representa una proporcién
importante en las muestras. Lo anterior demuestra que es un recurso interesante

para su recuperacién y aprovechamiento.

En el caso de las cenizas es posible ver como los porcentajes de cenizas aumentan
considerablemente debido a los tratamientos que sufren las fibras para la ruptura
de su estructura y la obtencidn de las estructuras de interés. Esto se puede observar

comparando las tablas 8 y 10.
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Tabla 8. Composicion de las fibras lignocelulésicas sin tratamiento

hidrolitico.
Fibra %Humedad % Proteina % Cenizas % Lignina
Bagazo de 6.2 +0.54 3.6 +0.06 6.87 +0.43 | 20.13+0.69
agave
Bagazo de 10.2 + 0.72 42+0.04 221+010 | 17.22+1.03
cana
Olote 6.6 + 0.63 46+0.16 0.85+0.09 | 16.54 +2.78
Aserrin 7.4 +0.10 1.2 +0.07 0.28+0.09 | 31.94+0.14
TK 38.4+0.15 1.4 +0.03 1.02+0.10 | 35.76 +2.82

(Resultados promedio n=3).

En la caracterizacion composicional de las fibras sin tratamiento algo que pudo ser
observado es como, en el caso de las maderas (TK y aserrin) el valor de lignina de
inicio es alto, esto debido a que en este caso la materia organica es directamente
madera la cual tiene una mayor proporcion de lignina respecto a celulosa-
hemicelulosa. En contraste para los casos del olote de maiz, bagazo de agave y
bagazo de cafia, sus estructuras son menos rigidas que una madera con una mayor
proporcion de celulosa-hemicelulosa que de lignina. Esto se constata al observar
los resultados obtenidos, aunque cabe resaltar que el valor de humedad de TK es
alto en comparacion a la otra madera del aserrin esto es debido al grado de
molienda que se tiene y al tipo de madera que es, ya que guarda una cantidad
importante de resinas naturales que permiten la absorcion de agua en su superficie
y al ser molida finamente permite la absorcién de humedad en la superficie de cada

granillo lo cual provoca que en su conjunto la humedad total sea alta.

Otro punto por tratar es la cantidad de proteina contenida en los materiales
provenientes de plantas y en los proveniente de maderas, donde basicamente son
estructuras de soporte y tienen pocas estructuras complejas, siendo mas
abundantes las matrices de fibras y resinas, en comparacion con las plantas como
el maiz, agave y cafia que en su estructura las células llevan a cabo més funciones

bioldgicas que en el tronco de un arbol por lo cual el contenido de proteinas, enzimas
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y oligopéptidos en su interior serd mayor. Lo anterior explica los resultados, en los
cuales se observa que es casi 3 veces mayor el contenido de proteina en los
bagazos y olote que en las maderas, esto debido a la presencia de un sistema

biolégico mayor con funcionalidades especificas.

3.2.2 Concentracion de la lignina obtenida con el método seleccionado

Para el caso de principal interés en la realizacion de esta tesis, el cual es la
cuantificacion de lignina en las distintas fibras lignoceluldsicas que son usadas para
la obtencion de otros productos de valor agregado. Con el método elegido (Punto
2.1.3), el cual fue, una modificacion del método tradicional de cuantificacion de
lignina de Klason, una vez aplicado este método a todos los materiales
lignocelulésicos trabajados se observé que la recuperacién de lignina en los

residuos finales es cercana al 90% (Tabla 9).

Al ser un método gravimétrico este porcentaje se ve influenciado esencialmente
como se ha mencionado antes, a la adiciobn de sales, enzimas en exceso para
asegurar el mayor porcentaje de hidrdlisis posible, asi como cenizas, proteinas
ligadas, y hasta llegado el caso, celulosa cristalina remanente que no haya sido
posible eliminar en los diferentes tratamientos, ya que estas pueden quedar
adheridas a la matriz en el residuo final, lo cual representa el otro porcentaje de

masa que no es lignina.

Tabla 9. Pureza del contenido de lignina en el residuo sélido seco de las

muestras después de la hidrdlisis enzimatica. (Resultados promedio * o).

Material lignoceluldsico g lignina/100 g.
Bagazo de agave 80.84 +4.8
Bagazo de cafna 82.13+£1.9%
Olote 81.90 +3.2 %
Aserrin 92.21+£2.7%
TK 87.71 £+3.5%

(Promedio n=5)
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Un punto determinante que se debe de tomar en cuenta en la cuantificacion de la
lignina, son las caracteristicas biologicas de cada material, en el caso de las
maderas su mayor cualidad es la rigidez necesaria para el soporte de la especie a
la que corresponden y esto es debido a una alta cantidad de lignina en relacién
lignina-celulosa-hemicelulosa es de esperarse que se obtenga una mayor cantidad
de lignina de las maderas y también un mayor grado de hidrdlisis debido al tipo de

arreglo espacial que forman estas redes estructurales (El Mansouri, 2009).

Estas redes en las maderas presentan un mayor entramado que ademas presenta
un tipo de monolignoles con mayor enlaces éter entre ellos como lo son el alcohol
sinapilico que esta presente en las maderas duras y no esta presente en las plantas
como el agave, cafia o maiz (El Mansouri, 2009). Y que también puede que debido
a esta mayor resistencia en las maderas y menor en los demas materiales una
pequefia fraccion de la lignina a lo largo del proceso haya sido dafiada lo cual bajaria
el contenido final de lignina al perderse parte de esta debido a los fuertes
tratamientos a los que fueron sometidas las fibrillas, por lo cual es de suma
importancia el tener presentes estas caracteristicas para dar el tratamiento
adecuado de molienda y sensibilizacion de la matriz para obtener mejores

resultados.

3.3 Balance de cenizas de los procesos

En la Tabla 10, se muestran los porcentajes de cenizas promedio en las diferentes
etapas del tratamiento realizado. Los resultados muestran como a medida que las
etapas del analisis avanzan hay general un aumento en la cantidad de cenizas
dentro de la matriz analizada, este aumento es en gran parte debido a la adicion de

los diferentes buffers usados para el acondicionamiento de la matriz.

Esta adicibn ademas de proveer condiciones 6ptimas para las enzimas adicionadas
como lo son las condiciones estables de pH para el accionar enzimatico, también

permite una mayor fluidez de los reactantes en la mezcla para tener asi una mayor

-43 -



area de contacto y de reaccion, que repercute en tedricamente una mayor cinética

de hidrolisis.

Tabla 10. Contenido de cenizas en diferentes etapas del proceso.

Cenizas (g de cenizas/100g)
Tipo de fibra Bagago de Olote Bagazo de Aserrin TK
cana Agave
Etapa del
tratamiento
Fibra inicial 2.21+0.10 | 0.85+0.09 | 6.87+0.43 | 0.28+0.09 | 1.02+0.10
Lodo Biomasa | 24, 001 | 2.93+0.20 | 5.37+048 | 3.96+0.03 | 4.16 + 0.25
(18% solidos)
Lodo de 1.71+0.03 | 2.74+0.04 | 439+026 | 454+0.71 | 4.72+0.29
Hidrdlisis
Sobrenadante 146+005 | 1.98+0.07 | 4.12+0.10 | 1.89+0.18 | 1.64+0.24
Residuo solido | 5 ooy g5 | 1029% | o395, 004 | 114021 | 242+ .07
sin lavar 0.66
Res'lg\‘jgdscf’"do 486+0.05 | 7.07+0.07 | 23.94+0.68 | 2.54+0.25 | 4.64+0.11

(Resultados promedio n=3)

Un propdsito de evaluar la concentracion de cenizas en el andlisis fue el poder
observar y optimizar los métodos usados, tanto del proceso hidrolitico como del
analisis de cuantificacion, esto para poder disminuir en lo posible el error de peso
gue sin duda incrementaban las sales generadas, por lo cual con base en los
resultados se determind en qué punto se afladian mas sales, y asi poder optimizar

la generacion de sales manteniendo la concentracion mas baja posible.

El punto donde se agregan mas sales es en la etapa de hidrélisis enzimatica, ya
que, debido al buffer necesario para la hidrdlisis, asi como a la neutralizacion del
lodo acido, y a las propias sales que lleva consigo la solucion enzimatica se

incrementa notablemente la cantidad de minerales.

Afortunadamente gran parte de las sales queda en el sobrenadante debido a la

solubilizacion de estas en la fase liquida de la solucion; otra proporcion que no es
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despreciable queda retenida en la matriz. En este punto, es poco factible hacer un
nuevo lavado ya que parte de la fibrilla que ya esta desecha puede perderse en el

trasvase y al ser un método gravimeétrico el perder masa es critico.

Considerando esto, bajar lo mas posible el valor de sales que se adiciona, asi como
usar menores cantidades de hidroxido de sodio necesario para modificar el pH del
lodo de hidrdlisis, hace méas sencillo el analisis debido a que la correccidén por peso
de cenizas no es tan drastica, teniendo asi menos repercusion en el resultado final
y con esto se puede estar seguro de que el valor alto que se espera si es lignina

pura y no otra clase de compuestos.

Conclusiones.

Con base en los resultados y los objetivos planteados para el desarrollo de este
tema de tesis, se puede concluir que el método seleccionado vy utilizado, el cual es
el método combinado de Fibra-Klason, que fue optimizado para la cuantificacién de
lignina en las muestras estudiadas, fue el que permitié una cuantificacion fiable de
las de las diversas matrices usadas; Con este método se obtuvieron resultados
mayores al 80% de recuperacion de lignina con una desviacién estandar menor al
5%. Asi mismo permite detectar, modificar y resolver diversas variables que pueden
ser controladas, esto con la finalidad de tener un estudio mas controlado y que

responda a una mayor confiabilidad del resultado.

Ademas algo que es posible observar, es como la variacién en las estructuras y
composiciones de las matrices lignocelulésicas que fueron estudiadas afecta
directamente el desarrollo de la experimentacion, ya que a pesar de que son
materiales con componentes macromoleculares similares, la diferencia entre las
matrices propicia que la cuantificacion asi como las posibles interferencias que
puedan presentar las mismas sea muy diversa repercutiendo en una diferente

complejidad de andlisis para cada matriz.
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Otra parte que se puede relacionar teéricamente con lo observado en esta tesis es
el hecho de que dependiendo del tipo de monolignoles que componen la estructura
de la lignina en la matriz, esta presentara una diversa presencia de ramificaciones
a la vez que un mayor contenido de entrelazamiento entre los monémeros, rigidez
de las estructuras y conformacion espacial. Esto repercute directamente a que,
durante el analisis al momento de llevar a cabo la hidrolisis para provocar la ruptura
de las estructuras circundantes, se presenté una dificultad mayor debido al
entramado que forma con estas mismas estructuras, una razén que se puede
asociar a ello, son las interacciones formadas en consecuencia a los enlaces
covalentes, que en su mayoria al ser de tipo éter presentan una resistencia bastante
mayor a la ruptura en comparacién a los enlaces de la celulosa que son enlaces tipo
éster; para esto se recomendaria realizar una caracterizacion con métodos
instrumentales para asegurar el tipo de interferencia quimica debido a los enlaces

que presenta cada estructura.

Debido a lo mencionado se necesita una variacion de condiciones més drasticas de
hidrolisis para poder realizar una adecuada separacion de la estructura, esto en la
practica se traduce a temperaturas mas altas, concentraciones de acidos mayores
gue propicien condiciones mas oxidantes, mezcla de distintos acidos, variacion de
tipo de enzimas, asi como sus condiciones de incubacion. Sin embargo, esta
modificacién hay que realizarla con cautela para no afectar a la matriz modificandola
de forma negativa, ya que se puede degradar, o modificar quimicamente a una
forma que no sea capaz de identificarse 0 que pueda contraponerse con las
condiciones necesarias de las enzimas, cuyas condiciones optimas son muy

especificas.
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Anexo 1

El ejemplo del célculo realizado para la obtencién de resultados es:

e Proteina

mL gastados HCl 0.1N meq HCI meqN 0.014gN 100gP
X X X X X
masa g mtra mLHCl  meqHCl 1meqN 16gN
= % de Proteina

%Proteina =

e (Cenizas

. masa g cenizas )
%Cenizas = X 100 = % de cenizas
masa g muestra

e Lignina para las fibras iniciales

100 masa g de pared celular

% ligning = a lignina X
% lignina = g lignina masa g de pared celular 100 g de fibra inicial

= % Lignina

e Lignina para el residuo después del proceso hidrolitico

o masa g lignina o
%Ligina = X 100 = % de Lignina
masa g muestra

100
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