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RESUMEN

En este trabajo se investigé el potencial de lirio
acuatico (Eichhornia crassipes) y cascara de nuez pecanera
(Caryaiillinoinensis) como fuente de lignina. La extraccion de
la lignina se realizé aplicando un procedimiento organosolv
y fue caracterizada por espectroscopia de infrarrojo, micros-
copia electrénica de barrido, y andlisis termogravimétrico.
La actividad antioxidante fue determinada a través de la
estabilizacion de los radicales libres DPPH y ABTS. Los resul-
tados mostraron mayor porcentaje de lignina y rendimiento
de extraccion en las cascaras de nuez. El espectro infrarrojo
revel6 bandas tipicas de los principales grupos funcionales;
grupos -OH fendlicos, grupos metilo C-H, y metoxilo O-CH,
los cuales forman parte del anillo aromatico de la lignina.
La lignina de lirio acuatico (LLA) mostré alta resistencia a la
degradacién térmica esto la sitia como componente intere-
sante para el desarrollo de resinas fenélicas o retardantes de
flama. La lignina extraida de las cascaras de nuez pecanera
(LCN) mostré un alto porcentaje de inhibicion contra los
radicales DPPH y ABTS cuando fue solubilizada en etanol,
metanol y mezclas de etanol-metanol 50:50 v/v. La alta acti-
vidad antioxidante de la LCN indica que este tipo de lignina
pueden tener aplicaciones en la industria de alimentos y
farmacéutica.
Palabras clave: Lignina, lirio acuatico, cascara de nuez, acti-
vidad antioxidante

ABSTRACT

In this work, the potential of water hyacinth (Eichhornia
crassipes) and pecan nutshell (Caryalillinoinensis) as a source
of lignin was investigated. The lignin extraction was carried
out using an organosolv procedure and was characterized
by infrared spectroscopy, scanning electron microscopy,
and thermogravimetric analysis. The antioxidant activity
was determined through the stabilization of the DPPH and
ABTS free radicals. The results showed higher lignin content
and extraction performance in pecan nutshells. The infrared
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spectrum revealed typical bands of the main functional
groups; phenolic -OH groups, C - H, methyl groups, and
O-CH, methoxyl which are part of the lignin aromatic ring.
The water hyacinth lignin (LLA) showed high resistance
to thermal degradation which places it as an interesting
component for the development of phenolic resins or flame
retardants. The lignin extracted from pecan nutshell (LCN)
showed a high percentage of inhibition against DPPH and
ABTS radicals when solubilized in ethanol, methanol, and
ethanol-methanol mixtures (50:50 v/v). The high antioxidant
activity of LCN indicates that this type of lignin may have
applications in the food and pharmaceutical industries.
Keywords: Lignin, water hyacinth, pecan nutshell, antioxi-
dant activity

INTRODUCCION

La lignina esta presente en varias regiones de la pared
celularde las plantasy es considerada un heteropolimero aro-
matico ramificado, aleatoriamente formado por unidades de
fenilpropano. Recientemente, investigaciones relacionadas
con la transformacién quimica y biolégica de residuos agri-
colas en productos de alto valor estan dirigiendo la atencion
a compuesto como la lignina (Ragauskas et al., 2014). Esto se
debe a que la conversion de residuos agricolas en productos
finales implica necesariamente la remocién de dicho com-
puesto. Por ejemplo, para obtener combustibles celuldsicos,
la separacion de la lignina del resto de los componentes de
la biomasa es un paso obligatorio. Comunmente, la industria
papelera y las biorrefinerias generan grandes cantidades de
lignina como subproductos de sus procesos, pero estas son
quemadas para producir energia de bajo costo (Zakzeski et
al., 2010). Numerosas investigaciones han propuesto el uso
de estas ligninas en diversas aplicaciones, e.g., en resinas
fendlicas sustituyendo el fenol quimico por el fenol de la
lignina (Ghorbani et al., 2016), como un adhesivo natural para
medicinas, alimentos y textiles (Mattinen et al., 2018), como
materia prima para la fabricacién de fibras de carbono (Qu et

*Autor para correspondencia: Beatriz Montaio Leyva
Correo electrénico: beatrizmontano@unison.mx
Recibido: 15 de diciembre de 2021

Aceptado: 23 de marzo de 2022



Espinoza-Acosta et al: Extraccion, caracterizacion y actividad antioxidante de / XXIV (2): 94-103 (2022)

al., 2021) y como antioxidante de polimeros termoplasticos
(Pouteau et al., 2003).

Por otro lado, los materiales lignocelulésicos no con-
vencionales como vainas, céscaras, frutos secos o malezas
estan recibiendo mucha atencion como fuente de polimeros
lignocelulésicos. El lirio acudtico (Eichhornia crassipes), una
maleza acudtica invasora de lagos y rios ha sido ampliamen-
te explorada como materia prima para la elaboraciéon de
biocombustibles (Rezania et al., 2017) ya que contiene una
cantidad considerable de lignina (Lara-Serrano et al., 2016).
Sin embargo, hasta el dia de hoy no existen investigaciones
sobre la extraccién y caracterizacién de la lignina obtenida a
partir de estas plantas.

Otro material lignocelulésico altamente abundante
son las cascaras de la nuez pecanera (Caryas illinoinensis) que
se obtienen en grandes cantidades a partir del descascarado
de nueces. El procesamiento de dichas nueces descarta del
40 al 50 % de su peso siendo la cascara este desecho. Las
cascaras de nuez pecanera tienen poco valor econémico y
su eliminacién es costosa. Sin embargo, recientemente se ha
reportado que los extractos o infusiones alcohdlicas a partir
de la cascara de nuez pecanera poseen actividad antioxidan-
te y antibacteriana (Pinheiro do Prado et al., 2009; Prado et al.,
2013). Algunas investigaciones han reportado la extraccion
de lignina a partir de cascaras de frutos secos (Quesada-
Medina et al., 2010) mientras que la cascara de nuez pecanera
no se ha estudiado para este propdsito. Generalmente la ex-
traccién de los compuestos fendlicos a partir de cascaras de
frutos secos se realiza utilizando alcoholes como solventes,
no obstante, estos logran bajos rendimientos de extraccién.
En contraste, el uso de 4cidos organicos (proceso organo-
solv) se ha aplicado ampliamente para remover lignina de
varias biomasas lignoceluldsicas con resultados favorables.
El proceso organosolv tiene la capacidad de separar y obte-
ner de forma individual celulosas, hemicelulosas y ligninas,
ademas de que los acidos organicos utilizados pueden recu-
perarse y reutilizarse. Las ligninas aisladas utilizando acidos
orgénicos (denominada lignina organosolv) tienen mayor
pureza que las obtenidas mediante otros procesos quimicos
(Espinoza-Acosta et al., 2014). Ademas, la lignina obtenida
por el proceso organosolv es altamente soluble en varios
solventes orgdnicos. Su pureza, actividad antioxidante y alta
capacidad de solubilizarse puede ser util en aplicaciones
como adhesivos, resinas fendlicas, antioxidantes y como
protector UV de materiales termopldsticos. En este sentido,
el objetivo de este trabajo fue la extraccion y caracterizacion
de dos materias primas lignocelulésicas no convencionales
como fuentes potenciales para la obtencion de lignina con
propiedades antioxidantes.

MATERIALES Y METODOS
Materiales y reactivos

Las plantas de lirio acuatico (Eichhornia crassipes)
fueron colectadas en el rio Mayo en Navojoa, Sonora, México
(27°6'11"N 'y 110°33'50"0) mientras que las cascaras de nuez
(Carya illinoinensis) fueron donadas por una productora de

nueces local. Para la eliminacion de las impurezas las mues-
tras fueron lavadas con agua destilada y se llevaron a seque-
dad a 60 °C por 24 horas. Las raices de las plantas de lirio
acuatico fueron removidas para obtener solamente las hojas
y los tallos. Tanto el lirio acuatico como las cascaras de nuez
se trituraron en un molino de cuchillas (Fritsch Pulverisette,
Alemania) y se pasaron a través de una malla de 2 mm. Las
muestras molidas fueron colocadas en bolsas de polipropile-
no para su posterior andlisis. Los reactivos y solventes utiliza-
dos para el desarrollo de este estudio fueron grado analitico
(i. e., J.T. Baker, FagalLab, Quimica Meyer y Sigma-Aldrich)

Composicion de las materias primas

Las muestras molidas de lirio acudtico y cascaras de
nuez pecanera se caracterizaron de acuerdo con los métodos
estandarizados de la Asociacion Técnica de la Industria del
Papel y la Pulpa (TAPPI). Determinacion de ceniza (TAPPI
T 211 om-16), compuestos extraibles (TAPPI T 204 cm-07)
usando hexano-etanol (60:30 v/v) en lugar de benceno, lig-
nina insoluble en acido (TAPPIT 222 om-11), y se realizaron
determinaciones del contenido de hemicelulosa y celulosa
(Wise et al., 1946).

Extraccion de lignina

La extraccién de la LCN y la LLA se realizé siguiendo la
metodologia organosolv reportada por Xu et al. (2006). Para
extraer la lignina de manera separada el lirio y las cascaras de
nuez molidas fueron sometidos a hidrdlisis con una mezcla
de acido acético (AC), acido férmico (AF) y agua destilada
(AD) (AC/AF/AD 60:30:10 v/v/v relacion 1:10 p/v) durante 4
horas. El diagrama general del proceso de extraccion de la
lignina se muestra en laFigura 1. El rendimiento de extraccién
de lignina se expresé en porcentaje del peso de la biomasa
lignocelulésicas.

Lirio acuatico y cascaras de nuez

Hidrolisis con acido acético, acido formico y
agua (60:30:10 v/v/v) a 80°C, 4 h

Filtrado con tela de nylon

Fase liquida
(Lignina + hemicelulosas)

Fase solida
(Celulosa)

Precipitacion de

las hemicelulosas
con etanol al 95%

Lignina soluble en etanol

Evaporacion del etanol
Secado

Lignina

Figura 1. Diagrama general del proceso organosolv utilizado para la extrac-
cién de lignina. de lirio acuatico y de cascara de nuez pecanera.

Figure 1. General diagram of the organosolv process applied for the extrac-
tion of lignin from water hyacinth and pecan nutshell.
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Técnicas de caracterizacion fisicoquimica de lignina
Microscopia electrénica de barrido (MEB). La morfologia
de la lignina se analizé utilizando MEB (JEOL JSM-5800 LV,
Tokio, Japon). El microscopio electronico estaba equipado
con un detector para electrones secundarios y retrodispersos
a una aceleracion del voltaje de 15 kV. Antes de obtener las
imagenes las muestras de lignina fueron recubiertas con una
capa de oro.

Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS).

El andlisis EDS detecta sefiales de todos los elementos
presentes en el material y proporciona un andlisis cualitati-
vo. Para dilucidar la composiciéon elemental de las ligninas
obtenidas previamente, se empleé MEB equipado con un
espectrémetro de dispersidon de energia. Se rocié cuidadosa-
mente una capa fina de lignina en una cinta de carbono de
doble cara montada en porta muestras de aluminio. Todas las
muestras se recubrieron con pulverizacion catdédica y se utili-
z6 un microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-5800 LV,
Tokio, Japon) equipado con un detector de electrones retro-
dispersados en modo de bajo vacio. Cada muestra de lignina
se caracterizé examinando todas las particulas observadas
dentro de laimagen completa.

Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fou-
rier.

Los espectros de infrarrojo de las ligninas se obtuvie-
ron en un espectrémetro (Perkin EImer® Spectrum Sistem
GX FTIR). Muestras de alrededor de 10 mg de lignina fueron
mezcladas con KBr (Aldrich Chemicals, Milwaukee, WI) y se
prensaron hasta obtener pellets delgados y transparentes.
Las muestras fueron analizadas y las sefiales de FT-IR se re-
colectaron en un rango de 4000 y 400 cm-1 y se registraron
en el modo de transmitancia como funcién del nimero de
onda.

Analisis termogravimétrico

El porcentaje de pérdida de peso de las muestras
como funcion de la temperatura fue medido por analisis
termogravimétricos utilizando un equipo TGA (TA STD Q500
New Castle, DE EE.UU.). Aproximadamente 3 mg de cada
lignina fueron calentadas de 25 a 800 °C con un incremento
de temperatura de 10 °C/minutos bajo una atmosfera de aire
a una velocidad de flujo de 50 mL/minutos.

Actividad antioxidante

Preparacion del extracto. Se prepard una solucién de cada
tipo de lignina usando metanol como disolvente en una rela-
cién 1:10 p/v, la cual se obtuvo por agitacion durante 10 mi-
nutos (Burrell Scientific Wrist Action, modelo 75, Pittsburgh,
Pennsylvania, U.S.A.) y posteriormente se centrifugé por 10
minutos a 10000 g a 25°C (ThermoFisher Scientific, modelo
Heraeus Primo R, USA). El sobrenadante (fraccion soluble de
lignina) se decantd y se llevé a sequedad a 40 °C por 24 h.
Con la lignina previamente seca se prepard la solucién stock,
de la cual se tomé una alicuota de 20 pL (con concentracion
de 250 pg/mL) para determinar la actividad antioxidante.

L
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Radical DPPH. La actividad antioxidante se determiné
siguiendo el método de Brand-Williams et al. (1995) con
algunas modificaciones. La medicidon consistio en evaluar
el descenso de la absorbancia del radical libre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH) en presencia de los extractos de las
ligninas. El radical se prepard de la siguiente manera, se
pesaron 2.5 mg del radical DPPH y se disolvieron en 100 mL
de metanol absoluto hasta obtener una absorbancia de 0.7
+ 0.02 a 515 nm. Para el analisis, 20 yL de cada extracto se
mezclaron con 200 pL de DPPH, se dejaron reposar durante
30 minutos antes de medir su absorbancia a 515 nm. Los
resultados fueron expresados como porcentaje de actividad
secuestrante de radical.

Radical ABTS. Para la medicion de la actividad antioxidante
por medio de la captacién del radical acido 2,2 -azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) se siguid la metodolo-
gia propuesta por Re et al. (1999) con modificaciones. Para la
preparacién de la solucion madre del radical fueron pesados
19.3 mg de ABTS y se disolvieron en 5 mL de agua destilada.
Por separado se pesaron 0.0378 g de persulfato de potasio
(K,S,0,) y se agreg6 1 mL de agua. De esta solucion se toma-
ron 88 uL y se anadieron a la solucion de radical. Enseguida
se homogenizd y se dejoé reposar en oscuridad durante 16 h
a temperatura ambiente. Para la preparacién de la solucion
de trabajo, se tom6 1 mL de la solucién del radical y se diluy6
con etanol absoluto hasta obtener una absorbancia de 0.7 +
0.02 unidades a 734 nm. Para la medicién de la actividad an-
tioxidante, se tomaron 20 L de cada extracto y se mezclaron
con 200 pL del radical. Enseguida se incubé por 30 minutos a
25 °C en ausencia de luz antes de tomar la lectura a 743 nm.
Los resultados se reportaron como porcentaje de inhibicién
de la misma forma que el radical DPPH.

Diseiio de experimentos y andlisis estadistico

Para el andlisis de datos se utiliz6 estadistica descripti-
va y un andlisis de varianza (ANOVA) completamente al azar
y comparacion de medias con el método de Tukey (p>0.05)
utilizando el programa Infostat.

RESULTADOS Y DISCUSION
Composicion de la materia prima

Conocer la composicién quimica de nuevas materias
primas es informacién necesaria para poder dar un uso efec-
tivo a estas biomasas. La composicién quimica de la planta
de lirio acuatico y la cascara de nuez fue obtenida siguiendo
las técnicas de la TAPPI y los resultados se muestran en la Fi-
gura 2. Como en toda biomasa lignoceluldsica en ambas ma-
terias primas los polimeros mas abundantes son la celulosa,
la hemicelulosa y la lignina. Ademas, se detectd la presencia
de componentes minoritarios como compuestos lipidicos y
cenizas en cantidades menores al 5 %. Se ha reportado que
las plantas de lirio acuatico son abundantes en celulosas y
hemicelulosas y en menor medida estdn constituidas por
lignina (Guragain et al., 2011).
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Figura 2. Composicion lignocelulédsica de lirio acuatico y céscaras de nuez
pecanera.

Figure 2. Lignocellulosic composition of water hyacinth and pecan nuts-
hells.

Investigaciones previas han establecido que el
contenido de celulosa y hemicelulosa para el lirio acuético
se encuentra en un rango de 25 a 50 % (Ahn et al. 2012), el
contenido de hemicelulosas puede variar desde 17 hasta
40 % (Nigam 2002; Cheng et al. 2014), y para la lignina los
valores oscilan desde un 2.8 % hasta 32 % (Chanakya et al.,
1993; Mukherjee and Nandi 2004; Girisuta et al., 2008; Ma
et al., 2010). En este estudio el porcentaje de lignina de las
plantas de lirio fue de 15.9 %, este valor se encuentra dentro
de los rangos reportados anteriormente. Das et al. (2016)
concluyeron que la variacién en la composicidon lignoce-
lulésica en las plantas de lirio acuético esta relacionado a
factores como su localizacidon geografica, las condiciones de
crecimiento y la madurez de la planta. El lirio es una planta
herbacea perenne y el contenido de lignina presente en este
tipo de plantas (clasificadas como hierbas) puede variar entre
5y 15 % (Abbasi and Abbasi 2010). El porcentaje de lignina
del lirio utilizado en este estudio puede ser comparable con
porcentaje de lignina presente en el olote de maiz e incluso
mas alto que el reportado para algunos pastos (Abbasi and
Abbasi 2010). El bajo contenido de lignina en el lirio acuético
supone una ventaja para su uso como sustrato para la elabo-
raciéon de combustibles celuldsicos (Ruan et al., 2016; Zhang
etal., 2016).

Al comparar el contenido de lignina de las materias
primas analizadas en este estudio, se encontré que el porcen-
taje de lignina en las cascaras de nuez pecanera fue el doble
que el encontrado en las plantas de lirio (Figura 2). Se ha re-
portado anteriormente que las cascaras de frutos secos de la
familia de nueces contienen grandes cantidades de lignina.
Jahirul et al. (2012) reportaron que las cascaras de avellanas,
almendras, nuez persa y nuez pecanera contienen desde
20 hasta 52 % de lignina. En este estudio el porcentaje de
lignina en las cascaras de nuez pecanera fue superior al 30 %,
coincidiendo con valores obtenidos en otras investigaciones
(Li etal., 2018).

El lirio acuatico y las cascaras de nuez pecanera son
materiales lignocelulésicos altamente abundantes, reno-
vables y de bajo costo de los cuales se pueden obtener
polimeros de interés para la industria de los combustibles

celuldsicos como el etanol. Durante la elaboracién del eta-
nol lignocelulésico, un paso primordial es la remocién de la
lignina para mejorar la accesibilidad de la celulosa para su
futura conversiéon en alcohol. De tal manera que el uso del
lirio acuatico como materia prima para obtener biocombus-
tibles también podria generar cantidades significativas de
lignina, lo cual puede ser importante para lograr una com-
pleta valorizaciéon de esta maleza acudtica (Muktham et al.,
2016). Con respecto a la LCN esta ha encontrado aplicaciones
en el campo de los biomateriales como relleno reforzante
de materiales compuestos, compatibilizante de materiales
termoplasticos e ingrediente bioactivo con capacidad anti-
oxidante debido al alto contenido de compuestos fendlicos
(Leon-Bejarano et al., 2020).

Rendimiento de extraccion

En este estudio se llevé a cabo la extraccion de lignina
de dos biomasas lignocelulésicas altamente abundantes en
el estado de Sonora, pero poco investigadas para este fin. La
extraccion de lignina se realizé empleado un procedimiento
organosolv utilizando AC/AF/AD. Durante el proceso organo-
solv el polimero de la lignina se rompe en partes pequenas,
se disuelve en la biomasa lignocelulésica y se separa en for-
ma de un licor rico en compuestos fendlicos (Ruizetal., 2011).
Dentro de las ventajas que presenta el uso de acidos organi-
cos para remover lignina se encuentra un mayor rendimiento
de extraccién comparado con otros procesos utilizados para
la remocion de lignina (Xu et al., 2006). Ademas, los solventes
utilizados pueden recuperarse y reutilizarse.

El rendimiento de extraccién de lignina de las bioma-
sas evaluadas después del tratamiento con AC/AF/AD se pre-
sentan en la Tabla 1. Se puede observar que el rendimiento
de extraccion fue mayor para la cdscara de nuez pecanera (29
%) en comparacién con las plantas de lirio acuatico (15 %).
Estos resultados concuerdan con lo reportado en la Figura 2,
donde se muestra que existe mayor porcentaje de lignina en
las cascaras de nuez que en el lirio acudtico. Durante el proce-
so organosoly, los acidos organicos impregnan los tejidos de
la biomasa; luego, se produce la ruptura de los enlaces labiles
alos acidos. Al final de este proceso lalignina y la hemicelulo-
sa son solubilizadas, quedando un residuo sélido constituido
fundamentalmente por celulosa. Después de un proceso de
purificacion para remover las hemicelulosas, la lignina puede
recuperarse en estado solido como un polvo color café oscu-
ro altamente abundante en compuestos fendlicos.

Tabla 1. Rendimiento de extraccion de lignina de lirio acudtico y cascara de
nuez pecanera.
Table 1. Yield of lignin extraction from water hyacinth and pecan nutshell.

Lignina Rendimiento
(g/1g muestra) (%)
Lirio acuatico 0.152+1.1a 15.2a
Cascara de nuez 0.291+0.5b 29.1b

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas
(p<0.05).
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En general, el uso de acidos orgdnicos permite obte-
ner gran rendimiento de lignina, aunque algunas variables
del proceso pueden tener impacto en el rendimiento de
extraccioén. Tales variables son el tiempo de extraccién, la
concentracion de los solventes, la relacion sélido-liquido,
el uso de catalizadores, la temperatura y el tipo de biomasa
(Shui etal., 2016; Qin et al., 2021).

Caracterizacion fisicoquimica de las ligninas

Morfologia y analisis elemental. La morfologia y la compo-
sicion elemental de LLA y LCN se estudié mediante analisis
de microscopio electrénico de barrido (SEM). Las imagenes
SEM, Figura 3A'y 3B muestran que LLA y LCN presentan mor-
fologia con formas poco definidas, aparentando particulas
rocosas con diferentes tamanos, superficies lisas, continuas
y sin grietas. LLA muestra una morfologia con una mayor
distribucién de tamafos de particula que LCN. Como se
puede observar, la extraccién de lignina utilizando el méto-
do organosolv produce particulas de lignina con superficies
continuas. Por el contrario, el proceso Kraft para la obtencion
de ligninas da como resultado particulas solidas de lignina
con formas redondeadas o semiesféricas con muchos volu-

P
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Figura 3. Micrografias de LCN (A) y LLA (B) obtenidas por MEB.
Figure 3. Micrographs of LCN (A) and LLA (B) obtained by SEM.
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menes abiertos sobre la superficie rugosa. Dicha morfologia
es el resultado del proceso de concentracién para obtener la
lignina del licor de cocimiento (Pua et al., 2011). A diferencia
de la lignina organosoly, la lignina Kraft se obtiene a partir
de plantas lefosas utilizando una solucién de hidréxido de
sodio y sulfuro de sodio a temperaturas y presiones elevadas,
lo cual produce fragmentacion de las particulas de lignina.
Respecto a la composicion elemental de LCN y LLA,
ambas ligninas destacan por su alto contenido de carbono;
no obstante, LLA presenté un mayor porcentaje compa-
rado con LCN. La estructura del polimero de lignina esta
constituida por grupos funcionales a base de carbono y
por enlaces de tipo carbono-carbono, carbono-hidrégeno
y carbono-oxigeno. Otros elementos como el azufre, el sili-
cio, el aluminio y el potasio fueron también detectados por
andlisis EDS (Tabla 2). Tales elementos aparecen por debajo
del 0.5 %y son resultado principalmente de trazas de cenizas
que quedan en la lignina provenientes de la biomasa de
extraccién (lirio acuatico y cascara de nuez). Generalmente
el contenido de carbono en la lignina puede variar entre 50
y 75 %. Kohnke et al. (2019) reportaron el analisis elemental
para varios tipos de ligninas. Ellos encontraron que la lignina
organosoly, la Kraft y la alcalina presentaron alrededor del 60
% de contenido de carbono, mientras que la lignina conocida
como lignosulfonato presenté un menor porcentaje. En este
estudio, el alto contenido de carbono encontrado tanto en
LCN y LLA demuestran que pueden ser una materia prima
apropiada para la elaboracién de fibras de carbono.
Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR). La espectroscopia de infrarrojo es un método no
destructivo ampliamente utilizado para analizar de manera
rapida y sencilla la vibracion de los enlaces de los grupos
funcionales presentes en ligninas. El espectro de infrarrojo
de ambas ligninas organosolv (LCN y LLA) se muestra en la
Figura 4. De manera general, se observan las bandas caracte-
risticas del espectro de infrarrojo para el polimero de lignina,
aunque el rango y agudeza de las bandas varian ligeramente
dependiendo del tipo de lignina. En la Tabla 3 aparecen las
principales sefales detectadas en LCNy LLA, asi como los gru-
pos funcionales a las que pertenecen. La banda que aparece
alos 3336 cm—1 corresponden al estiramiento de los grupos
—OH fendlicos presentes en todas las ligninas. Mientras que la
banda detectada alrededor de 2910-2948 cm—1 es atribuida
al estiramiento C-H en grupos metileno y metoxilo los cuales
forman parte del anillo aromatico de la lignina. Las bandas
observadas en el rango de los 1700 cm—1 indican la presen-
cia de grupos carbonilos no conjugados. Especificamente, las
bandasa 1716y 1711 cm—1 son atribuidas a la esterificacion

Tabla 2. Andlisis elemental de LLA y LCN obtenidos por EDS.
Table 2. Elemental analysis of LLA and LCN obtained by EDS.

Tipo de lignina Elementos (%)

C (o) S Si Al K
LLA 76.7 22.8 0.2 0.1 ND 0.1
LCN 743 237 0.1 0.1 04 0.5

Lignina de lirio acudtico (LLA). Lignina de cascara de nuez (LCN). Espectros-
copia de energia dispersiva (EDS).



Espinoza-Acosta et al: Extraccion, caracterizacion y actividad antioxidante de / XXIV (2): 94-103 (2022)

—LLA
—LCN

Transmitancia (%)

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda [Cm")

Figura 4. Espectro infrarrojo de LLA y LCN.
Figure 4. Infrared spectrum of LLA and LCN.

de los grupos fenol y alcoholes de la cadena de propano (Ca
y Cy) durante el proceso de extracciéon usando acido acético
y férmico. La vibracion del esqueleto aromético de ambas
ligninas se registrd en las bandas en el rango de 1508, 1529,
y 1628 cm—1. Estas bandas presentaron mayor intensidad
en LCN lo que podria indicar mayor grado de conjugacion
por efecto del tratamiento acido. Resultados similares fueron
obtenidos en estudios que extrajeron lignina de materias
primas como la paja de trigo y la fibra de alfalfa sometidas a
un proceso organosolv (Sun et al., 2000; Watkins et al., 2015).
Igualmente, las senales a los 1300 y 1200 cm—1 indican la
presencia de las unidades monoméricas siringil y guaiacil
que conforman el polimero de lignina. Estos monémeros son
importantes para la produccién de compuestos aromaticos
de alto valor agregado en la industria petroquimica, la cual
utiliza cominmente recursos fésiles como materias primas.

Comportamiento térmico. Con el objetivo de conocer la
estabilidad térmica de LLA y LCN estas fueron evaluadas a
través de analisis térmicos. El comportamiento térmico de las

Tabla 3. Senales obtenidas por espectroscopia de infrarrojo por transfor-
mada de Fourier para LCN y LLA.

Table 3. Infrared spectroscopy signals obtained by Fourier transform for
LCN and LLA.

Numero de

onda
(ecm™)
LCN LLA
Estiramiento ~ —OH fendlicos 3336 3338
Estiramiento  C-H en grupos metileno y metoxilo 2948 2926
Estiramiento ~ C=0 de grupos carbonilo aromaticos 1720 1720

C=C vibraciones del esqueleto aromatico 1592 1628
C=C vibraciones del esqueleto aromético 1508 1508

Deformacion  C-H en grupos metileno y metoxilo 1451 1445
Estiramiento  C=0 de unidades siringil (S) 1365 1367
Estiramiento  C=0 de unidades guaiacil (G) 1221 1231
Estiramiento ~ C-O en grupos éster 1121 ND

Deformacion ~ C-H de unidades guaiacil (G) 1027 1022

Lignina de lirio acudtico (LLA). Lignina de cascara de nuez (LCN)

ligninas se muestra Figura 5 en forma de curvas termogravi-
métricas que representan la pérdida de peso de las ligninas
en funcion del aumento de la temperatura. La estructura
molecular de la lignina se compone principalmente de ani-
llos aromaticos que tienen diversas ramificaciones y tipos de
enlaces. La ruptura de estos enlaces quimicos se lleva a cabo
en un amplio rango de temperatura durante su degradacion
(desde 100 a 800 ° C) (Yang et al., 2007). En el termograma
se pueden observar tres pérdidas de peso principales para
ambas ligninas. La primera, corresponde a la evaporacion
gradual del agua adsorbida por las muestras, lo cual sucede
alrededor de los 90 - 100 °C. La segunda pérdida de peso se
presenta en el rango de los 200 - 300 °C y esta relacionada
con la degradacion de las hemicelulosas presentes en las
ligninas (Tejado et al., 2007). Esta pérdida de peso inicié a una
temperatura mas baja en la LLA y puede estar relacionada
con la presencia de un mayor contenido de hemicelulosa.
En las plantas herbaceas como el lirio, las hemicelulosas y
la lignina forman complejos, el tratamiento de extraccion
organosolv es capaz de romper los enlaces que mantienen
unidos tales complejos, aunque siempre persisten pequefos
remanentes de hemicelulosa incluso después del proceso de
purificacién de la lignina (Buranov and Mazza 2008).

La tercera pérdida de peso ocurrié en un rango de
temperaturas desde 300 hasta los 600°C en ambas ligninas.
Por encima de los 300 °C sucede la ruptura de los enlaces
-O-4 que mantienen unido al polimero de lignina (Chu et
al., 2013). Por encima de los 400 °C se produce la descom-
posicion de los anillos arométicos y el rompimiento de los
enlaces C-C en las cadenas alifaticas de la lignina. Seguido
de la liberacién de los grupos OCH, de los anillos aromaticos
a 550 °Clo que lleva a la formacion del residuo carbonoso (El
Kaihal et al., 2018).

La pérdida de peso de la LLA inicié a menor tempera-
tura que para la LCN, sin embargo, el residuo carbonoso de
LLA fue mayor (20 % en peso) que el que presentd LCN (~5 %
en peso). Esto se debe a que la LLA tiene mayor resistencia a
altas temperaturas, ya que entre los 500 a 800 °C, el porcenta-
jeen pesodelaLLA se mantuvo estable. La presencia de altos

100
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Figura 5. Andlisis termogravimétrico de LLA y LCN.
Figure 5. Thermogravimetric analysis of LLA and LCN
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remanentes de residuo carbonoso esta relacionada con una
mayor estabilidad térmica del polimero de lignina.

Actividad antioxidante

La lignina es un polimero aromatico que contiene
una gran cantidad de compuestos fendlicos que le permiten
actuar como antioxidante. Los resultados de la actividad
antioxidante de LLA y LCN expresada como porcentaje de
inhibicién de los radicales DPPH y ABTS se muestran en la
Tabla 4. La capacidad para inhibir a los radicales se estudié
para cada tipo de lignina en 3 sistemas de solventes: etanol,
metanol, etanol-metanol (50:50 v/v). De acuerdo con el
andlisis de varianza, tanto el tipo de lignina como el tipo de
solvente presentaron un efecto significativo en la inhibicion
de los radicales DPPH y ABTS (p< 0.0001). De manera general,
la LCN mostré un mayor porcentaje de inhibicién en ambos
radicales en comparacion con la LLA. Del mismo modo, se
observé que la mayor actividad inhibitoria en las ligninas
estudiadas se encontrd en la fraccion soluble en la mezcla
etanol-metanol (50:50 v/v) seguido de la fraccién soluble en
metanol.

Sakagami et al. (2005) reporté que la eficacia de la
lignina como antioxidante esta relacionada con su estructura
quimica y su solubilidad. Investigaciones previas muestran
que la lignina de tipo organosolv es altamente soluble en
etanol y metanol (Arshanitsa et al., 2013). Esto pude ser ex-
plicado por la teoria de Hildebrand (Quesada-Medina et al.,
2010). La teoria menciona que los solventes organicos con
mayor capacidad para solubilizar la lignina son aquellos con
un parametro de solubilidad de Hildebrand cercano a 22.5
MPa'2y el aumento de este valor da como resultado mayor
solubilidad (Schuerch, 1952). Los parametro de solubilidad
que presentan el etanol y el metanol son de 26.2 y 36.2 MPa'?
respectivamente.

La lignina es un polimero aromatico con una es-
tructura quimica compleja, que contiene gran cantidad de
anillos aromaticos con grupos funcionales hidroxilo y me-
toxilos. Para la actividad antioxidante de la lignina, los grupos
hidroxilo fendlicos libres y la sustitucién orto-metoxi en los
anillos aromaticos es esencial. La presencia de estos grupos
funcionales permite terminar reacciones de propagacién de

Tabla 4. Actividad antioxidante de LCN y LLA contra los radicales DPPH y
ABTS.

Table 4. Antioxidant activity of LCN and LLA against DPPH and ABTS
radicals.

Solvente DPPH (%) ABTS (%)

LLA 5.70+2.38a 3.05+0.59a
Etanol

LCN 20.65+3.41b 1260 +0.44 b

LLA 18.32+0.96 b 12.52+0.73 b
Metanol

LCN 66.08 +4.39d 46.40 £ 1.56d
Etanol/Metanol LLA 29.71+1.19c¢c 21.17 £0.65 ¢
50:50 (v/v) LCN 86.20+5.20 e 56.36 + 0.98 e

Lignina de lirio acudtico (LLA). Lignina de cdscara de nuez (LCN). Letras
distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Acido 2,2'-azino-bis—(3-etillbenzotiazo-
lin-6-sulfonico) (ABTS).

L
\)‘;‘r‘" Volumen XXIV, Numero 2
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oxidacién inducidas por el oxigeno y sus especies reactivas
(Arshanitsa etal., 2013). En este trabajo se encontré que la LLA
presenté menor capacidad antioxidante en comparaciéon con
la LCN. Dicho comportamiento podria deberse a una menor
solubilidad de la LLA en los solventes evaluados, asi como
a la presencia de grupos hidroxilo alifaticos y polisacaridos
como la hemicelulosa. Se ha reportado que la presencia de
hemicelulosas tiene la capacidad de cambiar la polaridad de
la lignina, lo cual disminuye la cantidad de sus compuestos
fendlicos (Mahmood et al., 2018). Ademas, la presencia de
hemicelulosa también puede disminuir la capacidad anti-
oxidante de la lignina debido a la formacién de enlaces de
hidrégeno entre los carbohidratos y los grupos -OH fendlicos
de la lignina que posteriormente interfieren con las propie-
dades antioxidantes (Garcia et al. 2010; Dizhbite et al. 2004).
Azadfar et al. (2015) estudiaron la actividad antioxidante en
lignina organosolv de paja de trigo y encontraron 86.9% de
inhibicién del radical DPPH. En este trabajo, resultados simi-
lares en el porcentaje de inhibicién del radical DPPH fueron
encontradas en la fraccién de LCN solubilizada en mezclas de
etanol-metanol 50:50 v/v. Asimismo, LCN mostré un porcen-
taje deinhibicion cercano a los encontrados en antioxidantes
comerciales como el hidroxitolueno butilado (BHT), acido
ferulico o el guayacol.

Las investigaciones realizadas sobre la actividad
antioxidante de cascara de nuez pecaneras concuerdan en
que los principales componentes de estos residuos son el
acido clorogénico, taninos condensados, epigalocatequina,
catequina galato, y 4cido galico (Prado et al., 2013). Tales
compuestos han demostrado tener una actividad bioldgica
antioxidante, y se ha encontrado mayor presencia de ellos en
las cascaras que en el fruto de la nuez (Villarreal-Lozoya et al.,
2007; Pinheiro do Prado et al., 2009). En los resultados obte-
nidos (Tabla 4) se observé que la LCN mostré gran capacidad
para inhibir los radicales DPPH y ABTS y dicha inhibicion fue
mayor cuando se usé mezcla de solventes. Kurek et al. (2018)
reportaron alto contenido de compuestos fendlicos, taninos
condensados y alta actividad antioxidante en extractos de
cascara de nuez comparado con extractos acuosos. La alta
actividad antioxidante encontrada en la LCN indica que pue-
de ser utilizada como materia prima para aplicaciones en la
industria farmacéutica y alimentaria.

CONCLUSIONES

Esta investigacidn presenta por primera vez la extrac-
cién de lignina de lirio acuatico y cascaras de nuez pecanera
utilizando un proceso organosolv. Los resultados de la
caracterizacién de las materias primas demostraron que el
tratamiento de materiales lignocelulésicos no convencio-
nales con acidos organicos es efectivo para la separacion de
los principales componentes quimicos. Bajo las condiciones
establecidas en el proceso organosoly, el rendimiento de ex-
traccién fue considerablemente mayor para la LCN en compa-
racion con la LLA. Ambas ligninas presentaron alto contenido
de carbono y muy bajo contenido de impurezas de origen
mineral. Los resultados de la espectroscopia de infrarrojo



Espinoza-Acosta et al: Extraccion, caracterizacion y actividad antioxidante de / XXIV (2): 94-103 (2022)

mostraron las vibraciones tipicas de las estructuras quimicas
de ligninas extraidas utilizando solventes orgénicos. La LLA
presenté mayor estabilidad térmica y mayor residuo carbo-
noso que la LCN. La LLA presenté excelentes propiedades de
resistencia a la temperatura siendo estable térmicamente en
el rango de 500 hasta 800 °C. Finalmente, la LCN presenté
una gran capacidad de inhibir los radicales DPPH y ABTS en
los solventes evaluados, por encima de la LLA. Los resultados
de este estudio sugieren la valorizacién potencial de dos re-
siduos lignocelulésicos altamente abundantes los cuales se
pueden separar efectivamente en sus principales polimeros
y dar a estas moléculas una aplicacion especifica. Ademas, las
cascaras de nuez pecanera representan una fuente abundan-
tey sostenible de compuestos fendlicos tales como ligninas y
taninos con un gran potencial como antioxidantes.
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