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Resumen

La lignina es un subproducto del licor negro obtenido del proceso de despul-
pado en algunas plantas de Venezuela, siendo un desecho industrial que carece
de valor en la fabricacion de papel. En este estudio se utilizé el licor negro
obtenido de los procesos de pulpado Kraft y Sulfito para extraer la lignina
mediante precipitaciones acidas y cuantificar la cantidad de fenoles totales en
dichos productos lignicos. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron las técni-
cas de Espectrofotometria de Absorcién Molecular en la regién UV-Visible y
la Espectroscopa de Infrarrojo (FTIR). Los productos obtenidos en el estudio
presentaron sefiales similares que la lignina comercial (LA), ademds la lignina
extraida con HCI presentd poca degradacién, corroborado por los espectros in-
frarrojos. Asimismo, se cuantifico la cantidad de fenoles totales en los derivados
lignicos obtenidos empleando el método de Folin-Ciocalteu. En el proceso de
Sulfito el derivado lignico extraido con acido acético contiene mayor cantidad
de fenoles, y en el proceso de Kraft, el derivado lignido extraido con dcido nitri-
co presenté menor cantidad. La cantidad de fenoles totales presentes en estos
derivados es buena, pudiendo aprovecharse en la elaboracién de antisépticos,
detergentes, nylon, resina y multiples productos industriales.
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DETERMINATION OF TOTAL PHENOL DERIVATIVES
OBTAINED FROM LIGNIN “BLACK LIQUOR” AS
ALTERNATIVE TO PRODUCTION
Abstract
Lignin is an industrial waste being worthless in papermaking by product of
black liquor obtained from the pulping process in some Venezuelan plants.
The black liquor is obtained from the Kraft pulping process to extract lignin
sulphite by acid precipitation and quantify the amount of total phenols in
such lignin products used in this study. Molecular absorption spectropho-
tometry in the UV-Visible and Infrared Spectroscopy (FTIR) region were
used to carry out these study techniques. The products obtained in the
study had the same signs than commercial lignin (LA), along with the ex-
tracted lignin present little degradation HCI, confirmed by infrared spectra.
Also, the amount of total phenols was quantified in derivative lignin obtai-
ned using the Folin-Ciocalteu. In the sulphite process extracted lignin with
acetic acid derivative contains more phenols, and in the Kraft process, the
derivative lignin extracted with fewer nitric acid present. The amount of
total phenolics present in these derivatives are good for making antiseptics,

detergents, nylon, resin and many industrial products.

Keywords: Lignin, waste, precipitation, phenols, antioxidants.

Introduccion

La lignina, segin Casey (1990), Kirk y Obst (1988), Chakar y
Raguaskas (2004), Grabber (2005), Hatfield y Fukusima (2005) y
Gonzélez (2007), es un polimero tridimensional amorfo constituido
por unidades de fenilpropano, que se unen entre si por enlaces tipo
alquil-aril-éter o carbono-carbono; su estructura estereoirregular hace
de ella una molécula muy particular y dificil de degradar (Figura 1);
al mismo tiempo Ysambertt et al. (2009), sefialan que esta macro-
molécula se encuentra solubilizada dentro del licor negro, el cual es el
principal subproducto de la digestion de material lignocelulésico y un
efluente del proceso de Kraft y Sulfito. Es importante destacar que
dichos procesos son empleados a nivel mundial en la manufactura del
papel, segin Casey (1990) y Chakar y Raguaskas (2004).

Httermann et al. (2001) y Toledano et al. (2010) afirman que la
lignina representa entre un 20% y hasta un 35% de la masa de la
madera, segun el tipo de ésta. Ademads que industrialmente para ha-
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Figura 1: Estructura modelo de la lignina en madera suave (Soft-
wood).

cer el papel u otros productos derivados es necesario retirar la lignina
de la madera. Las diferentes productoras de pulpa, papel y cartén en
Venezuela derivan anualmente abundantes volimenes de licor negro
el cual contiene la lignina. Nagarathnamma y Bajpai (1999) afirman
que a finales de la década de los noventa, una planta de pulpa podia
generar cerca de 175m3 de licor negro por tonelada de papel produ-
cido, lo cual ha ocasionado un potencial problema de contaminacién
ambiental, esto ha afectado enormemente a grandes paises producto-
res de pulpa como Canada (Peck y Daley, 1994). Sin embargo, Chakar
y Raguaskas (2004) senialan que en los iltimos afos se han realiza-
do enormes esfuerzos para minimizar la contaminacion, en vista que
la visién de las plantas papeleras modernas es emplear los subpro-
ductos como combustible para abastecer el proceso y recuperar los
quimicos de coccién. Ellos aseguran que esta implementacion tec-
nolégica convertird en muy pocos anos a las plantas de pulpa y papel
en las biorefinerias del futuro. Por el momento, en Venezuela persiste
la necesidad de desarrollar métodos de degradacién y modificacién
estructural de esta biomasa lignica que permitan su aprovechamiento
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Figura 2: Reaccién del polifenol con el reactivo de Folin-Ciocalteau,
segtin Rossi et al. (2008).

para procesos industriales de interés nacional.

Por lo anterior, en este estudio se determina la cantidad de grupos
fenoles totales en las estructuras lignicas, con la finalidad de conocer
su capacidad antioxidante. Para ello se utilizd el método del reactivo
de Folin-Ciocalteu, el cual se basa en una mezcla de acido fosfottings-
tico y acido fosfomolibdico (3HoO— PyO5—13W O3 —5M 003 —10H20
y 3H20 — P,O5 — 14Wp3 — 4MoO3 — 10H20), empleado para la de-
terminacion de antioxidantes fendlicos y polifendlicos, generando una
reaccién éxido-reduccién con los mismos (Figura 2). La oxidacién de
los fenoles presentes en la muestra causa la aparicién de una colora-
cién azul que presenta un maximo de absorcién alrededor de 760 nm
(Ikawa et al., 2003; Vinson et al., 2005; Padilla y Rincén, 2008; Rossi
et al., 2008)

Las aplicaciones mas importantes de los fenoles, estan en el area
médica (Garcia, 2015):

= Hexilresorcinol: Funciona como anestésico bucofaringeo, antisépti-
co de superficie y antiséptico derivado del fenol con eficacia
contra bacterias involucradas en procesos inflamatorios de la
cavidad bucofaringea.

» O-Fenilfenol: Se utiliza como desinfectante de caracter preven-
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tivo en la industria de recoleccion de la fruta ya que tiene ca-
pacidad como antioxidante y baja toxicidad.

= Acido salicflico: Este es materia prima para la obtencién del aci-
do acetilsalicilico (Aspirina) la cual se puede preparar a través
de la esterificacion del grupo hidroxil-fendlico del dcido salicili-
co. También funciona como aditivo clave en muchos productos
para el cuidado de la piel disenados para tratar acné, psoriasis,
callosidades, restituye el dcido protector de las mucosas ejer-
ciendo un efecto antiséptico actuando en las mucosas afectadas
de la boca y labios y es absorbido parcialmente por los mismos.

= Salicilato de metilo: Este producto es un éster del acido salicili-
co v el metanol, y es usado en cremas ya que tiene un olor
agradable y estimula el flujo sanguineo de los capilares, agente
saborizante en la goma y dulce porque tiene un sabor similar a
la menta.

= O-cloroxilenol: posee un amplio espectro contra bacterias Gram
positivas aunque es menos eficaz sobre bacterias Gram negati-
vas su efecto antimicrobiano se debe a que actiia en la mem-
brana celular como todos los compuestos fendlicos.

Entre los derivados fendlicos, biolégicamente destacados, se pue-
de mencionar a los neurotransmisores de catecol: Tirosina que sirve
como precursor de la Dopamina convirtiéndose en la sustancia inter-
mediaria L-Dopa, Norepinefrina y la Epinefrina, estos son producidos
por las células neuroendocrinas que se encuentran en la médula adre-
nal y en las fibras postganglionares del sistema nervioso simpatico. Su
estructura estd compuesta por un grupo aromatico o 3,4-hidroxifenilo
unido a una cadena lateral etilamino (Lorenzo et al., 2008). Es im-
portante destacar que la noradrenalina y la dopamina actian como
neurotransmisores en el sistema nervioso central y como hormonas
en el torrente sanguineo (Redolar et al., 2008).

En la enfermedad de Parkinson los neurotransmisores de catecol
tienen una importante funcién, en vista que en esta enfermedad hay
un deterioro de la sustancia negra, que es donde se encuentran las
neuronas productoras de dopamina, por lo tanto los niveles de este
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neurotransmisor bajan ocasionando la enfermedad y es alli donde
estos fenoles pueden actuar. El L-DOPA (L-3,4 dihidroxifenilalanina)
es un precursor para la formacién de la dopamina, este precursor es
un farmaco que recetan los médicos para el tratamiento de dicha
enfermedad (Micheli, 2006).

Por su parte, los fenoles son bactericidas muy efectivos a bajas
concentraciones pudiendo ocasionar danos a las membranas de las
bacterias con pérdida de sus constituyentes citoplasmaéticos, inactiva-
cién irreversible de oxidasas y deshidrogenasas de membrana y des-
naturalizacién de proteinas; ademads, tienen baja solubilidad en agua,
por lo que se emplean en férmulas que incluyen agentes emulsificado-
res (jabones) que aumentan su actividad.

Actualmente hay fenoles que pueden ser usados como adhesivos
como lo son las resinas de fenol-formaldehido, las cuales son resoles en
donde el fenol y el formaldehido se mezclan en exceso de este ltimo,
en presencia de un alcali fuerte, tal como el hidréxido de sodio o el
hidréxido aménico (Liesa y Bilurbina, 1990). La resina fendlica po-
see dureza, resistencia a los disolventes y productos quimicos (Calvo,
2014), un ejemplo de estos son las bolas de billar, que también estdn
hechas de resina de fenol-formaldehido “Baquelita”. Otras importan-
tes aplicaciones industriales de las resinas fendlicas son: fabricacion de
materiales de friccién, materiales abrasivos (rigidos y flexibles), ma-
teriales refractarios, aislamientos actusticos y térmicos, y filtros para
automocion (Peck y Daley, 1994).

Por todo lo antes expuesto, en este trabajo de investigacién se tie-
ne como objetivo determinar la cantidad de fenoles totales en los de-
rivados obtenidos a partir del licor negro como alternativa de produc-
cién y asi aprovechar los productos lignicos en lugar de ser desecha-
dos, ademas de que se minimizaria el impacto ambiental que pudiera
causar y se disminuirian los costos de tratamiento para su correcta
disposicion final.
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Desarrollo y Metodologia

Reactivos, solventes y muestras

Los reactivos empleados fueron grado analitico tales como: dcido
clorhidrico (Riedel-de Haen, 37 %), dcido sulfurico (Riedel-de Haen,
98 %), acido fosférico (Contact-Hazard, 85 %), acido nitrico (Riedel-
de Haen, 95 %) y acido acético (Fischer Sci., 99 %). Los solventes em-
pleados fueron de grado HPLC, como el éter (Fischer Sci., 99 %), clo-
roformo (Fischer Sci., 99 %), diclorometano (Fischer Sci., 99 %), eta-
nol (Riedel-de Haen, 98 %), dimetilsulfosino (Fischer Sci., 99 %), ben-
ceno (Riedel-de Haen, 98 %) e ciclo hexano (Riedel-de Haen, 98 %).

La lignina utilizada fue obtenida a través del licor negro prove-
niente de la industria maderera Kraft y Sulfito de la planta en Vene-
zuela. El licor negro colectado presenté las siguientes caracteristicas
fisicoquimicas: 10% de sélidos suspendidos, pH=11,34 y densidad
1,1724 g/mL a 25°C'. Se empleo la lignina Aldrich (LA) como mate-
rial de referencia.

Los analisis por espectroscopia UV-Vis se llevaron a cabo en so-
lucién de hidréxido de sodio 0,1 M (Riedel-de Haen, 99 %). Los es-
pectros FTIR se tomaron en estado sélido preparando pastillas con
bromuro de potasio (KBr) (Riedel-de Haen, 98 %).

Aislamiento e identificacién de los derivados lignicos.

Se colocaron en un recipiente de 100 mL licor negro (Kraft o
Sulfito), esté fue diluido en agua destilada 1:1 con agitacién cons-
tante a temperatura ambiente y luego se ajusté a un pH entre 2 y 3
utilizando diferentes dcidos concentrados (HCl; H2SOy4; CHsCOOH;
HNOs; HyPOy) para los procesos Kraft y Sulfito. Al ajustar el pH la
lignina precipité, luego se procedié a centrifugar la disolucién a 5000
RPM por 15 min para separar el precipitado obtenido. Los sélidos
precipitados fueron lavados y se llevaron a secar en la estufa a 45°C
por 24 horas (Pina, Ysambertt, Arias, Chirinos y Castillo, 2011). Los
derivados lignicos obtenidos en los dos procesos se codificaron de la
manera siguiente:
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LK1= Lignina Kraft precipitada HC!

LS1= Lignina Sulfito precipitada HCI

LK2= Lignina Kraft precipitada H2S504
LS2= Lignina Sulfito precipitada H2S04
LK3= Lignina Kraft precipitada CH3COOH
LS3= Lignina Sulfito precipitada CH3COOH
LK4= Lignina Kraft precipitada HNO3
LS4= Lignina Sulfito precipitada HNOs3
LKb5= Lignina Kraft precipitada H2 POy
LS5= Lignina Sulfito precipitada H2PO4

Posteriormente se realizaron pruebas de solubilidad con diferentes
solventes acuosos y orgénicos (NaOH a 0,1%; HCL a 0,1 %; Agua;
Benceno; Etanol; ter; Cloroformo; Diclorometano; Dimetilsulfoxido y
Ciclohexano). Los derivados lignicos obtenidos fueron identificados
por Espectrometria de Absorcién Molecular UV-Vis y FTIR compa-
rando el espectro obtenido con la lignina Aldrich comercial (LA). Los
andlisis UV-Vis se realizaron en solucion de hidroxido de sodio 0,1M
a una concentraciéon de 10 mg/L (Pina et al., 2011), empleando un
equipo Espectrémetro UV-Vis, marca Agilent modelo 8453. Los es-
pectros FTIR fueron adquiridos empleando 2 mg de cada muestra en
150 mg de KBr seco (Pina et al., 2011). Las pastillas fueron prepara-
das con 100 mg de cada mezcla y se utilizé6 un Espectrémetro FTIR
Marca Shimadzu modelo 8400 para el andlisis.

Determinacion por el método colorimétrico Folin-Ciocal-
teu, la cantidad de fenoles totales en los derivados ligni-
cos obtenidos

Se utilizé 1 ml de muestra lignica en una dilucién de 1:100 en
NaOH 0,1 N, se adicionaron 0,5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu a
1 N, se dejé en reposo por 5 min y se anadieron 2,5 ml de una solucién
de NayCOs al 20 % m/v, dejandose reposar por 10 min a temperatu-
ra ambiente. Se determiné la absorbancia a 760 nm en un espectro-
fotémetro UV-Vis. La concentracién de fenoles se determiné a partir
de una curva de calibracion usando como estandar el naftol a 100
mg/l, y realizando disolucién a un intervalo de concentraciones de: 2,
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Cuadro 1: Prueba de solubilidad de los derivados lignicos obtenidos
en el proceso Kraft y Sulfito.

Derivados Lignicos del Derivados Lignicos del
Solventes Proceso Kraft Proceso Sulfito

LK1 LK2 LK3 LK4 LK5 LS1 LS2 LS3 LS4 LS5

NaOH (0,1%) S S S S S S
HCL(0,1%) 1 1 1 1 I I I I 1
Benceno 1 1 PS| 1 I I I 1
Etanol I |PS|{PS| T |PS|PS|PS|PS| I |PS
Bter I I PS|PS|PS| I I I I
Cloroformo I I I I I I I I I
Agua I I |PS| 1 I I I I I I
Diclorometano I I I I I I I I I I
Dimetilsulfoxido | S S S S S S S S S S
Giclohexano 1 1 1 1 1 I I I I 1

LK= Lignina Kraft; LS= Lignina Sulfito; 1= HCIl; 2= H3S50y;

3= CH3COOH; 4= HNOs; 5= HoPO,4; S=Soluble; I=Insoluble;
PS=Parcialmente Soluble.

4,6, 8 y 10 mg/1 (Pina et al., 2011).

Resultados y discusiéon

Aislamiento e identificacién de los derivados lignicos.

En el Cuadro 1 se muestran los resultados de las pruebas de so-
lubilidad de los derivados lignicos obtenidos a partir del licor negro
en los proceso Kraft y Sulfito. Se observa total solubilidad con el di-
metilsulfoxido (DMSO) y la solucién de NaOH a 0,1 %m/v, esto se
puede deber a su similitud estructural con la lignina y a su polaridad.

En la Figura 3 se muestran los espectros de absorciéon UV-Vis
de los derivados lignicos obtenidos. Se puede apreciar la similitud
espectral entre las muestras obtenidas y éstas a su vez con la muestra
de Lignina Aldrich (LA) empleada como material de referencia.

En estos espectros se observan las bandas caracteristicas de un
compuesto fendlico tipico con la banda etilénica cerca de los 220nm
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Figura 3: Espectro de absorcion UV-VIS del material lignico obtenido
del licor negro extraido con diferentes dcidos. (A) Proceso Sulfito. (B)
Proceso Kraft.

(transicién m < 7* ) y la bencenoide ubicada alrededor de 280nm
(transicién n +— 7*) (Changqing y et al., 2006; Pina et al., 2011). La
diferencia de intensidad de las bandas etilénica y bencenoide de los
productos lignicos obtenidos con respecto a la comercial se debe a que
los enlaces etilénicos se hayan perdidos al momento de la precipitacién
de la lignina, al igual que existe menos conjugacién en los anillos
aromaticos, por ello se observa la disminucién de absorcién de dichas
bandas.

Por su parte, es importante resaltar que la técnica por FTIR (Es-
pectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier) nos permite
identificar todos los grupos funcionales de la lignina tratada y no tra-
tada (i.e. alcohol, fenol, grupos carbonilo, éter), principalmente en
la region espectral entre 4000 y 600 cm-1. Esta técnica es versatil y
rapida para el andlisis de productos de degradacion oxidativa y mate-
riales lignoceluldsicos en general (Yang y Ragauskas, 2002; Morrison
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Figura 4: Espectros FTIR de los derivados lignicos aislados del licor
negro en el Proceso Kraft (A) y el Proceso Sulfito (B).

et al., 2003; Pouteaua et al., 2005; Changqing et al., 2006;). En la
Figura 4 se muestran los espectros de absorcién molecular por FTIR
de los derivados que presentaron algunas diferencias con respecto a
la lignina comercial (LA). Asimismo, se menciona que los deméds de-
rivados obtenidos (LK3, LK4, LK5, LS1, LS4 y LS5) presentaron la
mismas sefiales caracteristicas a LA.

Dichos espectros infrarrojos (IR) muestran que los productos ligni-
cos obtenidos presentan algunas sefiales que la lignina comercial (LA).
Estas senales corresponden a la vibracién de estiramiento de: O — H
(enlace de hidrégeno) a 3440 — 3430cm — 1, C — H alifética (gru-
pos CH y CHs) en 2940 — 2930cm — 1, enlaces C=C aromaética
(1610 — 1690c¢m — 1), enlaces C' — H alifatica (grupos CH 6 CHs) a
1458 ¢m —1, sefial carbonilica en 1720 cm —1 (enlace C' = O), enlaces
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Concentracién Curvas de Calibrado (Absorbancia)
(ppm) Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3 X DS % DER
2,0 0,106 | 0,112 | 0,104 | 0,1073 | 0,0042 3,88
4,0 0,228 | 0,226 | 0,218 | 0,2240 | 0,0053 2,36
8,0 0,446 | 0,448 | 0,439 | 0,4443 | 0,0047 1,06
10,0 0,552 | 0,552 | 0,559 | 0,5543 | 0,0040 0,73
n = 3; X = promedio; DS = desviacién estandar; DER = Desviacion

estandar relativa (%).

Cuadro 2: Datos estadisticos de las curvas de calibrado del naftol.

de C'— O (anillo guaiacil) a 1210cm — 1 y enlaces de alcoholes secun-
darios a 1170 em — 1(C' — O). Asimismo, se observa que los productos
LK —2y LS —2 presentan en el espectro IR una banda a 615cm — 1
que corresponde a la senal C' — S, lo cual indica que existe presencia
de azufre en la estructura lignica, asi como también lo senalan Yang
y Ragauskas (2002) y Pina et al. (2011).

Determinacién por el método colorimétrico FolinCiocal-
teu de la cantidad de fenoles totales en los derivados
lignicos obtenidos

En el Cuadro 2 se muestran resultados estadisticos de las curvas
de calibrado del naftol para la determinacién de fenoles totales en las
muestras lignicas obtenidas. Se muestra que existe una baja disper-
sién en los datos, lo cual indica que existe una buena repetitividad,
ya que la DER es menor al 5%, estos resultados son aceptables en el
desarrollo de un método analitico.

En la Figura 5 se muestra la curva de calibracién del naftol utiliza-
da para la determinacién de fenoles totales en los derivados obtenidos
en las reacciones, analizadas a una longitud de onda de 760 nm, la
cual se representan en concentracién de fenol (mg/mL).

En la curva de calibraciéon mostrada en la Figura 5 se muestra
que existe linealidad, representada en un coeficiente lineal de 0, 9999.
Con la ecuacién de la recta (A = 0,0557X70,0018) se determiné la
cantidad de fenoles presentes en las muestras problemas. En el Cuadro
3 se muestran los resultados obtenidos en la determinacién de fenoles
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Figura 5: Curva de calibraciéon del Naftol.

totales para los derivados lignicos.

Se observa que el derivado lignico extraido con acido nitrico (LS4)
y acido fosférico (LS5) en el proceso de Sulfito contiene la mayor can-
tidad de grupos OH, en comparacion a los derivados obtenidos para
el proceso de Kraft que presentaron un menor %OH. Asimismo, se
tiene que el orden decreciente del porcentaje de fenol en los productos
lignicos son: LS4 > LS5 > LK3 > LK2 > LS2 > LK4 > LS1 >
LK1 > LK5 > LS3. Por todo lo antes analizado, se puede afirmar
que los productos LS4 y LS5 pueden tener mayor capacidad antioxi-
dante, debido a que contienen mayor cantidad de grupos fenoles en
su estructura molecular, tal como se evidencié en el cuadro 3.

Conclusiones

La obtencién de los derivados lignicos a partir del licor negro en el
proceso Kraft y el proceso Sulfito de la industria papelera, fue lograda
con éxito con los diferentes dcidos utilizados en el analisis. Estos deri-
vados fueron identificados por las técnicas de absorcién molecular en
la region UV-Vis e Infrarrojo, donde se corroboré su similar estructu-
ra a la lignina comercial. Asimismo, los derivados lignicos LS4 y LS5
presentaron mayor cantidad de grupos fenoles en su estructura, por
lo que se asume que tiene capacidad antioxidante, en comparacién a
los demds derivados obtenidos.
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Muestra | Absorbancia | Concentracién (ppm) | %OH*
LS1 0,128 2,42 49,15
LS2 0,136 2,55 52,22
LS3 0,107 2,06 41,09
LS4 0,237 427 91,01
LS5 0,212 3,85 81,41
LK1 0,122 2,32 46,85
LK2 0,139 2,61 53,37
LK3 0,142 2,66 54,53
LK4 0,129 2,44 4953
LK5 0,120 2.28 46,08

*Asumiendo que la Lignina comercial representa el 100 %OH.

Cuadro 3: Resultados obtenidos en la determinacién de fenoles para
las muestras lignicas
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