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RESUMEN

La lignina es uno de los compuestos mas abundantes en el mundo vegetal enfocada a ser el reempla-
zo del petroleo en diversas aplicaciones. La presente investigacion consistié en la validacion del método
«Determinacién de lignina en biomasa» basada en la metodologia NREL/TP-510-42618 del Laboratorio
Nacional de Energias Renovables de Estados Unidos, aplicada a biomasa de pino. Mediante previa cuan-
tificacion de humedad y ensayo de extractivos en agua y etanol para la eliminacién de los materiales in-
terferentes, la lignina se cuantificé aplicando las técnicas de gravimetria y espectroscopia UV-Vis a una
longitud de onda de 240 cm, obteniendo el contenido de lignina soluble e insoluble. A partir de los resul-
tados del contenido de lignina, se evidenci6 la influencia de las condiciones ambientales en cada nivel de
ensayo, sin embargo, esta influencia no ocasiond una desviacién significativa al compararla con la ecua-
cion de Horwitz. Concluyendo asi que las condiciones escogidas y establecidas de experimentacién del
rango sugerido por la metodologia NREL, permiten un correcto desempeno del método aplicado a bio-
masa de pino, permitiendo ser replicada a futuro en diferentes investigaciones en el pais.

ABSTRACT

Lignin is one of the most abundant compounds in the plant world, focused on being a replacement
for oil in various applications. This research consists of the validation of the method «Determination
of lignin in biomass» based on the NREL/TP-510-42618 methodology of the United States National
Renewable Energy Laboratory, applied to pine biomass. By prior moisture quantification and testing
of extractives in water and ethanol to eliminate interfering materials, lignin was quantified applying
gravimetry and UV-Vis spectroscopy techniques at a wavelength of 240 cm, obtaining the soluble lig-
nin content. and insoluble.From the results of the lignin content, the influence of the environmental
conditions at each test level is evidenced, however, this influence did not cause a significant deviation
when compared with the Horwitz equation. Thus, concluding that the chosen and established experi-
mentation conditions of the range suggested by the NREL methodology allow a correct performance
of the method applied to pine biomass, allowing it to be replicated in the future in different investiga-
tions in the country

INTRODUCCION

La lignina corresponde a un material renovable que se

La lignina es un polimero fenélico, amorfo y tridimen-
sional del mundo vegetal, compuesto por anillos aro-
maticos en su estructura, responsable de la union de las
fibras de celulosa, capaz de impedir el flujo de agua a tra-
vés de las capas de la planta, estableciendo una resisten-
cia al ataque de microorganismos (Palacios, 2016).

encuentra en la mayor parte de la naturaleza, cambian-
do su composicidn en funcién del tipo de planta, ade-
mas tiene diferente aplicacion si se cuantifica la lignina
en el tallo, las hojas o cascaras del fruto. La lignina en
las hojas sirve como indicador para determinar la nutri-
cién foliar, es decir, para suministrar la cantidad idonea
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de nutrientes para el desarrollo y mantenimiento de la
planta, o a su vez, modificar el grado de descomposicion,
siendo el eje fundamental para aumentar la productivi-
dad (Eddine, 2006).

Mediante la extraccion de la lignina existe una amplia
gama aplicativa: al calentarla a altas temperaturas median-
te un proceso de pirdlisis catalizada se transforma en car-
bén activado, util para el tratamiento de aguas residuales
(Cordero, et al., 2007).

Por su propiedad de cohesion aumenta la adhesion
de la estructura del betun, aumentando la rigidez mas de
dos veces superior al de una mezcla convencional (Ren,
et al., 2021). Extraida de biomasa procedente de resi-
duos de café o bagazo de cafa de azucar, y adicionada
en un 0,3% para la elaboracion de plastificantes aumen-
ta la resistencia a la compresion del material (Martinez,
et al., 2007).

Ademas, Akhemedov junto con su equipo de investi-
gacion, descubrieron accion antimicrobiana y antitumoral
a través de extractivos y derivados de material lignocelu-
l6sico mediante estudios realizados en animales, donde
se demostrd en ratones que inhibe el crecimiento de sar-
comas y la promocién de tumores cancerigenos en la piel
(Cruz, et al., 1997).

El objetivo esencial de esta investigacion es, ademas
de verificar que el método NREL/TP-510-42618 es adecua-
do para la cuantificacion de lignina en biomasa de pino,
transmitir e informar la importancia de este compuesto
que se encuentra presente en la naturaleza, teniendo un
alto potencial en la industria quimica. Si bien hoy por hoy,
puede que no reemplace en ciertas aplicaciones al petro-
leo en relacion costo-beneficio, es una realidad que el pe-
troleo con el paso del tiempo dejara de existir, momento
en el cual la lignina llegard a convertirse en uno de los
biopolimeros motores del mundo.

PARTE EXPERIMENTAL

DISENO EXPERIMENTAL

Fundamentado en la optimizacidon de recursos y tiem-
po, el diseflo experimental se estructurd para que cada
ensayo de cuantificacién de lignina total, definido me-
diante el modelo de la figura 1, se realice 3 veces (ver
Figura 1).

Previamente a la cuantificacion de lignina, debe de-
terminarse la humedad antes y después del ensayo de ex-
tractivos, procedimiento que sirve para eliminar cualquier
sustancia interferente.

REACTIVOS, SOLVENTES Y EQUIPOS

Para el desarrollo experimental se empled la norma NREL/
TP-510-42618 Determinacion de lignina en biomasa,

16

siendo un proceso sistematico que debe llevarse a cabo
con procedimientos simultaneos como son: NREL/TP-510-
42621 - Determinacién de humedad en la muestra, NREL/
TP-510-42619 - Determinacion de extractivos en biomasa.

Se utilizé material de referencia de pino del N1sT, agua
de grado HPLC, alcohol etilico y 4cido sulfurico concen-
trado grado reactivo; los equipos empleados fueron: ba-
lanza analitica, horno de secado, rotavapor, bomba de
vacio, mufla, espectrofotémetro uv-Vis, equipo de ex-
traccion Soxhlet.

METODOLOGIA

Determinacion de humedad

Se secan los platos de pesaje a 105°C durante 4 horas,
se enfrian en un desecador, registrando el peso hasta
mantenerse constante, se coloca la muestra y se realiza el
mismo procedimiento.

Determinacion de extractivos

Se secan los matraces con nucleos de ebullicién a 105°C
durante 8 horas, se enfrian en un desecador, registrando
el peso hasta mantenerse constante. Se instala el equipo
de extraccion Soxhlet, previamente vertido 190 mL de
agua en el matraz y colocando la muestra en un dedal de
extraccion, se ajusta la manta calefactora para proporcio-
nar un minimo de 4-5 ciclos de sifén por hora, una vez
terminado el proceso, se lleva al rotavapor para eliminar
el solvente y después se seca el matraz en el horno a 40°C
durante 24 horas, a continuacidn, se enfria en un deseca-
dor. La muestra en el dedal se introduce nuevamente en
el equipo Soxhlet, previamente vertido 190 mL de alco-
hol etilico en un nuevo matraz, se realiza el mismo pro-
cedimiento, pero esta vez ajustando la manta calefactora
a un minimo de 6-10 ciclos de sifén por hora.

Determinacion de lignina total

Se colocan los crisoles de filtracién sin muestra en un
horno mufla a 575°C por un minimo de cuatro horas, se
enfrian en un desecador, registrando el peso hasta man-
tenerse constante. Se toma la muestra seca en un tubo de
presion y se adicionan 3 mL de acido sulfurico al 72%,
agitando cada 5 minutos a bafio Maria a 35°C durante
60 minutos.

Una vez terminado se agrega 84 mL de agua y se introdu-
ce en el autoclave durante 30 minutos a 120°C. Cuando
se enfrien los tubos se procede a filtrar la suspension. Los
crisoles de filtracidn se secan a 105°C durante 4 horas,
enfriando en un desecador hasta peso constante.
Mientras tanto, el liquido se diluye hasta alcanzar una
absorbancia entre 0,7-1,0 y se analiza por espectrofoto-
metria uv-Vis a una longitud de onda de 240 nm, toman-
do como referencia un blanco con agua.
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Figura 1. Aminas biogénicas

Tabla 1. Resultados de los ensayos de humedad

ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3

% humedad 3,8356 3,8356 3,6072
3,9043 3,9043 3,5575
Promedio 3,8700 3,8700 3,8700

Tabla 2. Resultados de los ensayos de extractivos

ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3

% extractivos en agua 4,5217 3,5152 4,0913
% extractivos en alcohol 1,0200 1,2508 1,4377
% extractivos total 5,5417 4,7660 5,5289
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Figura 2. Resultados del porcentaje de lignina insoluble

17



Validacién del método de cuantificacion de lignina en biomasa de pino
i-18SN 1390-5562 | e-1ssN 2477-9121 | afio 2021 | volumen 7 | numero 2 | pp. 15-19

3,2
31 ‘
3
§ (0] b4
= 4
a 29 ) 9 3
2 o
o
228 .
]
R 27 ‘
'
26 S
25
1 2 3
Condiciones de Ensayo

Figura 3. Resultados del porcentaje de lignina soluble
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Figura 4. Resultados del porcentaje de lignina total

RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS DE HUMEDAD

El ensayo de humedad representa el contenido de agua
presente en la muestra (ver Tabla 1).

RESULTADOS DE EXTRACTIVOS

El ensayo de extractivos determina la presencia de sus-
tancias solubles o afines al alcohol y al agua, que interfie-
ren en el resultado como pueden ser: azlicares no estruc-
turales, material nitrogenado e inorganico (ver Tabla 2).

RESULTADOS DE LIGNINA INSOLUBLE

La figura 2 indica el contenido de lignina insoluble determi-
nada a partir de 4 repeticiones en cada ensayo (ver Figura 2).
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RESULTADOS DE LIGNINA SOLUBLE

La figura 3 representa el contenido de la lignina soluble
determinada mediante 3 réplicas en cada repeticion a
una longitud de onda de 240 nm (ver Figura 3).

RESULTADOS DE LIGNINA TOTAL

La figura 4 presenta la cantidad de lignina total equivalen-
te ala suma de la lignina soluble e insoluble (ver Figura 4).

TRATAMIENTO ESTADISTICO

La estadistica refleja la credibilidad o, a su vez, la manera
en que se pueden interpretar los resultados de la investi-
gacion, por consiguiente, a continuacion, se manifiestan
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las caracteristicas de desempeno del método.

Repetibilidad

El coeficiente de variacion de repetibilidad refleja la dis-
persion de los datos de los ensayos realizados bajo las
mismas condiciones.

%CVr:% + 100 (1)
%CVr =150« 100

Reproducibilidad

El coeficiente de variacion de reproducibilidad refleja la
dispersion de los datos de los ensayos realizados bajo di-
ferentes condiciones.

%CVR :% 100  (2)
%CVR =% 100
%CVR = 1)90

Veracidad

La veracidad del método determina la exactitud, al com-
parar un valor referencial y el valor obtenido de mane-
ra experimental.

%Recuperacion = Valor Calculado x 100 3)
Valor Verdadero

%Recuperacion = % x 100

9%Recuperacion = 100,18%

El método se desarroll¢ utilizando reactivos de alta pu-
reza, pudiendo la variabilidad de las caracteristicas de
desempenio verse afectadas si se utilizara otro tipo de re-
activos, en este sentido, es de suma importancia conti-
nuar con investigaciones aplicadas a diferentes materias
primas, al mismo tiempo que permitan la optimizacién
del proceso, llegando a ser de gran utilidad en un futu-
ro para el desarrollo de productos con mayor valor agre-
gado y de economia circular sostenible en nuestro pais.
Las graficas del contenido de lignina nos permiten
apreciar la variabilidad en los ensayos, manifestando dis-
persion en los valores influenciados por las condiciones
ambientales, pudiendo ser considerados en el resultado
final como fuente de incertidumbre de error tipo A.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados de las ecuaciones 1y 2 corres-
pondientes a 0,57% y 1,90%, se concluye que el método
demuestra tener repetibilidad y reproducibilidad, debido
a que estos valores no sobrepasan los objetivos 1,21% y
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2,42% calculados mediante la ecuacion de Horwitz, es
decir, que los datos aseguran la precisiéon del método.
En vista de que el valor de veracidad equivalente a
100,18%, no sobrepasa el limite establecido de 98%-
102%, se concluye que el método garantiza resultados
con valores exactos.

El desarrollo del método establece que las condicio-
nes experimentales establecidas reflejan un buen desem-
peno para la cuantificacion del contenido de lignina en
biomasa de pino.
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