
Capacidad Antioxidante Y Contenido De Fenoles, En Muestras De Lignina Obtenidas Por Precipitación En Medio Ácido A Partir De Licor Negro 
_________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

 
Revista Politécnica - Septiembre 2016, Vol. 38, No. 1 

11. INTRODUCCIÓN 

 

La lignina constituye una fuente potencial de materias primas 

industriales, ya que su estructura contiene grupos químicos 

susceptibles de ser aprovechados como: Los anillos 

aromáticos, los oxhidrilos alcohólicos y fenólicos, los grupos 

metoxilos y carbonilos (Rodríguez et al. 1990). Los grupos 

sustituyentes en general están en las posiciones  y  de los 

grupos alquil C3 unidos a las estructuras fenólicas. La 

combinación  de solubilidad en agua y en grasa de ligninas y 

lignosulfonatos,  combinada con la protección de fenoles y la 

estructura macromolecular hace que tengan unas aplicaciones 

muy interesantes, como: Agentes dispersantes, antioxidantes, 

aglutinantes, inhibidores de la corrosión, etc. Según 

Satyanarayana, Arizaga & Wypych, en el 2009, el ácido 
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lignosulfónico actúa como antioxidante, algunas mezclas de 

ácido lignosulfónico han mostrado ser eficientes y más 

económicas en relación con antioxidantes sintéticos. La 

lignina y el lignosulfonato son residuos industriales 

susceptibles de utilización para la formulación de materiales 

filmogénicos por su naturaleza polimérica,  

biodegradabilidad, baja citotoxicidad, alta capacidad 

antioxidante, etc. 

 

El aislamiento de la lignina en el laboratorio puede llevarse a 

cabo por diversos métodos: La disolución de los 

carbohidratos, recuperándose la lignina como un residuo,  y 

la disolución de la lignina, dejando los carbohidratos como 

residuo, según Casey (1990).  

 

Se seleccionó el procedimiento de precipitar lignina en medio 

ácido, por ser sencillo y rentable, partiendo del licor negro 

residuo del proceso para producir papel.  
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Resumen: En la estructura de la lignina abundan los grupos fenólicos, y pueden representar alto contenido de 

antioxidantes, por lo tanto el objetivo de este trabajo es estudiar el contenido de fenoles y la capacidad antioxidante 

de las ligninas obtenidas a través de precipitación a pH (2, 5 y 7), a partir del licor negro (LN), se utilizó ácido 

sulfúrico y ácido clorhídrico como precipitantes. Para determinar polifenoles se usó el método colorimétrico de 

Folin-Ciocalteu, y se expresa en mg de ácido gálico equivalentes (GAE)/g muestra. La capacidad antioxidante se 

evaluó  por el Método ABTS, en mM TEAC o capacidad antioxidante equivalente en Trolox. Los resultados 

reportaron que existe correlación entre la capacidad antioxidante de algunos colorantes naturales y las muestras de 

lignina obtenidas por precipitación y  la muestra del LN.  

 

Palabras clave: Capacidad antioxidante, ligninas precipitadas, pH,  ligninas a pH ácido, Fenoles.  

 

Antioxidant capacity and phenolic content in samples of Lignin 

obtained by precipitation Middle acid from Black Liquor 

 
Abstract: In the structure of lignin phenolic groups abound, and it may represent high antioxidant content, 

therefore the objective of this work is to study the phenolic content and antioxidant capacity of lignins obtained 

through precipitation at pH 2.5 and 7 from black liquor (LN), sulfuric acid and hydrochloric acid was used as 

precipitants. In order to determinate polyphenols the colorimetric method of Folin-Ciocalteu was used, and is 

expressed in mg gallic acid equivalents (GAE) / g sample. The antioxidant capacity was evaluated by the ABTS 

method in mM TEAC or Trolox equivalent antioxidant capacity. The results reported that there is a correlation 

between the antioxidant capacity of some natural dyes and the lignin samples obtained by precipitation and sample 

of LN.  

 

Key words: Antioxidant capacity, precipitated lignins, pH, acidic pH lignins, Phenols.  
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La oxidación es un proceso con un impacto económico en: 

Alimentos, plásticos, gasolinas, gomas etc., que están 

expuestos al aire y que serán sometidos continuamente a este 

tipo de reacciones. Las especies reactivas del oxígeno (ROS, 

del inglés reactive oxygen species) pueden ser radicales libres 

como el radical hidroxilo (OH-) y el anión superóxido (O2
.), y 

otras especies como el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el 

oxígeno singlete (O2*), que no es un radical sino una especie 

activada. Los antioxidantes son compuestos que previenen 

dicha degradación, la mayoría de los plásticos y gomas en 

contacto con los alimentos y otros materiales contienen 

antioxidantes para protegerse contra el ataque del oxígeno. A 

través de efectos aditivos y de sinergia entre los compuestos 

con actividad antioxidante presentes en frutas y verduras, 

pueden proporcionar mejor protección contra ROS que un 

solo compuesto (Isabelle et al. 2010). 

 

Los antioxidantes captan los radicales intermedios 

reduciendo así las reacciones en cadena de oxidación. Los 

compuestos que pueden actuar como antioxidantes se 

encuentran generalmente en: Vitaminas C y E, carotenoides, 

antocianinas, flavonoides y otros compuestos fenólicos (Lako 

et al., 2007; Baskar et al., 2007; Contreras et al. 2010, y 

Kuskoski et al. 2004). 

 

Muchos de estos antioxidantes son lipofílicos y 

particularmente importantes en la oxidación de lípidos en 

todos los sistemas, así como otros radicales que son muy 

activos fisiológicamente (Karadag, et al. 2009). Entre los 

métodos químicos utilizados para determinar la capacidad 

antioxidante (captación de radicales libres), el radical ABTS 

es uno de los más rápidos, originando resultados 

reproducibles y coherentes (Vit et al. 2008), además, el 

ABTS presenta importantes ventajas: Muestra varios 

máximos de absorción y una buena solubilidad, permitiendo 

el ensayo de compuestos tanto de naturaleza lipofílica como 

hidrofílica. 

 

La lignina es un subproducto en la industria del papel y 

presenta potenciales aplicaciones (García-Rojas et al. 2009), 

por lo tanto en este trabajo se tiene por objeto determinar el 

índice de fenoles totales (FT), y la capacidad antioxidante en 

muestras de ligninas precipitadas a distintos pH, partiendo 

del licor negro, residuo de la industria papelera precipitado 

con ácido sulfúrico y ácido clorhídrico, a fin de aportar 

información sobre posibles aplicaciones de estas ligninas en 

la industria. 

 
2. METODOLOGÍA 

 

2.1 Preparación y análisis de las muestras  

 

Licor Negro (LN) proviene de una mezcla de (GMelina y de 

la especie caribea familia pinácea, género Pinus), 

proveniente de la industria papelera Mocarpel ubicada en 

Yaracuy, Venezuela, fue evaluado en sus propiedades color, 

olor, turbidez, sólidos totales, sólidos fijos, sólidos volátiles, 

y el pH  evaluado con pH metro Metrohm. 

 

Los Sólidos Totales (ST), se determinaron según al método 

2540B (Standard Methods, 1998) expresado por la Ecuación 

(1). 

 

Se evaporaron cinco muestras de 100 mL a 105ºC por 24 

horas en una estufa (Fisher Isotemp), las muestras se  

colocaron en cápsulas de porcelana previamente secadas y 

pesadas, para luego proceder a determinar el peso. 

 

ST (% p/v) = 100
__

sec__


negrolicorVolumen

residuopeso
    (1)  

Sólidos Fijos (SF) y Sólidos Volátiles (SV). Se determinaron 

por el método 2540E (Standard Methods, 1998). 

 

Las muestras resultantes de los sólidos totales se colocaron 

en una mufla (Fisher Isotemp modelo 184) a 550ºC por 

media hora. Luego se pesaron, la diferencia en peso perdido 

en la mufla permite determinar el peso que quedó en la 

capsula, corresponde al de los sólidos fijos o inorgánicos y la 

diferencia de peso entre sólidos totales – sólidos fijos, 

corresponde a los volátiles u orgánicos. 

 

2.2 Precipitación a diferentes pH  

 

A partir del licor negro (LN) con pH (12,8), se precipitaron 

muestras de ligninas a pH (2), pH (5) y pH (7), usando dos 

ácidos, clorhídrico (HCl) y sulfúrico (H2S04) ambos (Riedel 

de Haën) 0,1N.  

 

A 100 mL de LN se le adicionó ácido según el pH requerido, 

ajustando el pH con un pH metro Metrohm, el precipitado, es 

centrifugado a 3000 rpm y separado por sucesivos lavados. 

Al precipitar con H2S04 se obtienen muestras nombradas 

como: LS 2, LS 5, LS 7; las muestras obtenidas con HCL 

son: LCl 2, LCl 5, LCl 7, cada número asignado representa al 

pH  de precipitación. Una porción del LN original y las 

muestras de precipitación se dejaron a sequedad en estufa 

(Fisher Isotemp) a 50ºC por aproximadamente 72 horas, 

almacenadas en recipientes de vidrio.  

 

2.3 Espectros UV VIS. 

 

Para realizar los espectros se pesan aproximadamente 0,052 g 

de muestra seca y se disuelve en 50 ml NaOH 0,01 N. A cada 

muestra se les realizó un escaneo en la zona de 200 a 700 nm, 

en el espectrofotometro UV VIS MILTON ROY Genesis 5, 

el blanco utilizado fue (NaOH 0,01N). 

 

2.4 Contenido de fenoles en las muestras (Singleton 1999). 

   

La concentración de fenoles totales fue medida por 

espectrofotometría UV VIS, basándose en una reacción 

colorimétrica de óxido-reducción. El agente oxidante 

utilizado fue el reactivo de Folin-Ciocalteu. A 0,1 ml de 

muestra de lignina (2 mg/mL) preparada a partir de la 

muestra seca diluida en NaOH (Merck), 0,01 N, se le 

adicionó 0,5 ml de reactivo Folin-Ciocalteu(Sigma Chemical 

co) (1:10) la mezcla se agito en el vortex y se le adicionó 0,4 

ml de Na2CO3 7,5% (w/v) (Reactivos PROQUIM, C.A), se 

midió la absorbancia a 765 nm luego de 10 min. La curva de 
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calibración se prepara a partir del ácido gálico (Sigma). El 

contenido de polifenoles se expresa en mg de ácido gálico 

equivalentes (GAE)/g muestra. 

 

2.5 Capacidad antioxidante Método ABTS  

 

En este método presentado por (Re et al. 1999) se tomó 1ml 

de solución de muestra de lignina (0,052 g/50ml de NaOH 0, 

01 N), se centrifugó a 5000 rpm por 5 minutos, el 

sobrenadante fue utilizado para determinar la actividad 

antioxidante. 

 

El radical ABTS se obtiene tras la reacción de ABTS (ácido 

2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfónico, A-1888) 

(7mM) (Sigma-Aldrich) con persulfato de amonio (4,9 mM) 

(IQE, Industrias Químicas Erba), mezclados en proporción 

1:1 incubados a ±37 (ºC) en la oscuridad durante 16 h. Ya 

formado el radical ABTS se diluye con etanol (Merck) al 

20%v/v hasta obtener una señal de absorbancia entre 0,6 y 

0,7 a 734 nm.  

 

A 40 µL de  la solución de ABTS en 960 μL de etanol al 20% 

(v / v), se les adiciono10µL de la muestra de lignina filtrada. 

Se registraron los valores de absorbancia entre 0 y 6 min y se 

calcula el % de decoloración estimado en mM TEAC o 

capacidad antioxidante equivalente en Trolox. El 

antioxidante sintético de referencia, Trolox, (ácido 6-hidroxi-

2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico 97% de Sigma-

Aldrich Chemical Co) se utiliza para preparar la curva de 

calibración en concentración de 0 a 15 µM (concentración 

final) en etanol, se representa en porcentaje de decoloración 

vs concentración de Trolox, realizando  las conversiones 

respectivas según la cantidad de sólidos en la muestra.  

 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

En la Tabla 1, se aprecian las propiedades físico-químicas del 

LN, se observan elevados valores del color, pH y fenoles. En 

Venezuela existe una legislación sobre las concentraciones de 

fenoles vertidas a un lecho de agua, según la cual varía la 

concentración máxima permisible. Para el caso específico de 

descargas en forma directa e indirecta a río, estuarios, lagos y 

embalses; se permite un máximo de 0,5 mg/L de fenoles 

(Gaceta Oficial de la República de Venezuela. Decreto 883, 

Diciembre 1995), los valores reportados en el LN, indican 

que debe ser tratado o reutilizado. 

 
Tabla 1. Licor negro original (LN), mezcla de Pino caribe y G melina. 

Color 
marrón a pardo 

negrusco 

Turbidez Ligera 

Olor Fuerte 

pH ≈ 12 

Sólidos (%p/v) 

                            Totales 

                         Fijos  

                               Volátiles  

- 

8,53 ± 0,52 

0,62 ± 0,09 
7,90 ± 0, 43 

Fenoles (mg/L) 12  

 

Las Figuras 1 y 2  presentan los espectros de LN y de las 

ligninas obtenidas por precipitación con H2SO4 y HCl, se 

observa en todos los espectros alta señal a 215 nm, y una 

banda de absorción entre  270 y 285 nm, seguida de una 

pequeña meseta a 310 nm. La banda ancha en la zona cercana 

a 280 nm es la envolvente de las transiciones π a π* presentes 

en los distintos grupos cromóforos, representados por 

aromáticos que se encuentran en la lignina. Según Rojas y 

Salager (1993), esta señal evidencia la presencia de lignina.  

 

Los espectros de absorción mostrados son similares a los 

reportados por Romero en 1992, para una muestra de lignina 

comercial y en corteza de pino (Rosales-Castro  et al. (2009). 

Existen casos donde la longitud de onda es desplazada por la 

abundante presencia de grupos guayacilpropano y 

siringilpropano que absorben a 279 y 272 nm 

respectivamente, para coniferas y latifoleadas.  
 

 
 

Figura 1. Espectros de LN y ligninas precipitadas con H2SO4 (LS2, LS5, 

LS7) 

 

Los espectros de las ligninas precipitadas a pH (5 y 7), 

indistintamente del ácido usado para la precipitación 

presentan un comportamiento muy similar al espectro del LN 

como se aprecia en las Figuras 1 y 2. Cabe señalar que las 

muestras precipitadas a pH 2 (LS 2 y LCl 2), presentan 

similar tendencia en el espectro, pero distintas alturas en 

absorbancia. 

 

 
 

Figura 2. Espectros de LN y ligninas precipitadas con HCl (LCl 2, LCl 5, 

LCl 7). 

 

Las fracciones de ligninas precipitadas con ácido sulfúrico a 

pH (2), poseen una solubilidad en agua muy baja, la reacción 

ocurre en las unidades de fenilpropano, específicamente en 

las posiciones de bencil-carbono, antes de la reacción están 

ocupadas por éteres o grupos hidrófilos. Estos dos 

sustituyentes son sensibles al ácido en condiciones 
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apropiadas, y pueden formar un ión carbonilo, estos iones 

bencil-carbonilo tienen tendencia a reaccionar con 

nucleófilos presentes en el licor negro, situación que provoca 

la formación de cadenas lipofílicas más largas debido a la 

creación de nuevos enlaces carbono-carbono, un aumento en 

la relación C/O y la reducción de la cadena hidrófila por la 

pérdida de grupos hidroxílicos explican la solubilidad, según 

(Casey 1990). Otros estudios (Pérez, et al. 2009), demuestran 

una estrecha relación entre el método de precipitación de la 

lignina y sus características adsortivas, presentando 

diferencias estructurales atribuidas, principalmente a los 

monómeros de la lignina (siringil, guayacil y p-hidroxifenil). 

(Hernández, 2007 y Fernández, 2007), afirman que  existe 

una estrecha relación entre el método de precipitación de la 

lignina y el material ligninico obtenido.  

 

A partir de las muestras precipitadas  y de LN, se evaluó el 

contenido de polifenoles, en la Figura 3 se observa que el 

contenido de polifenoles es mayor en todas las muestras 

precipitadas al compararlas con la muestra de LN, 

destacándose las muestras  LCl 2 y LCl 5 quienes presentan 

mayor contenido de polifenoles que las muestras LS 2 y LS5, 

obtenidas a similar pH, precipitadas con H2SO4. 

 

 
Figura 3. Polifenoles en las muestras de LN y ligninas obtenidas por 

precipitación (media ± DE, n =3). 

 

Al precipitar con ácido sulfúrico se recupera en lignina a pH 

(7) el 11%, a pH (5) el 20%, y a pH (2) el 47%, valores 

similares a los obtenidos por García et al. (2009) y Zhu & 

Thelianch (2015). Aparentemente el precipitar la lignina con 

HCl permite incrementar el contenido de polifenoles, quienes 

actúan generalmente como captadores y estabilizadores de 

radicales libres, por lo tanto, es importante que el contenido 

de estos aumente.  

 

Según Jablonský, and Haz, en el (2016), los porcentajes en 

peso de los elementos C, H, N, O, S, y OCH3, se ven 

seriamente afectados por el ácido usado en la precipitación, y 

determinaron  que el contenido de metoxilos más alto se 

encontró en lignina aislada con HCl a pH (3). En el caso 

reportado en este estudio el valor más alto en polifenoles, 

resulto precipitando con HCl a pH (2).  

 

Se presentó una excepción con  las muestras obtenidas a pH 

(7) LCl 7, cabe destacar que a este pH, la recuperación de 

lignina es menor, casi toda la lignina se encuentra en forma 

soluble y es posible que permanezcan otros materiales no 

ligninicos que afecten la evaluación de los polifenoles.  

 

La actividad antirradical y el poder reductor están 

relacionados con la polaridad del disolvente y la 

concentración del extracto según, Martínez en 2007 y Shang, 

et al. en 2014. Una mejor actividad antioxidante atribuible a 

la presencia de compuestos fenólicos, aumenta la actividad 

antirradical y el poder reductor.   

En la Figura 4 de capacidad antioxidante, se observa que los 

valores encontrados para las muestras de ligninas obtenidas 

por precipitación ácida, reportaron valores mayores que el 

Trolox u antioxidante sintético usado de referencia, y la 

capacidad antioxidante de las muestras precipitadas es mayor 

que la del LN. 

 

 
 

Figura 4. Capacidad antioxidante TEAC para las distintas muestras de 

lignina precipitada y LN (media ± DE, n =3). 

 

Las muestras precipitadas corresponden aproximadamente 

2,43mM en capacidad antioxidante, indistintamente del ácido 

y del pH de precipitación, solo la muestra LCl 7 es un poco 

menor, se supone por el comportamiento  observado 

anteriormente en cantidad de polifenoles.  

Al comparar los valores obtenidos en las muestras 

precipitadas, con los reportados por Kuskoski et al en el 

2004, donde determinaron para patrones de antocianos 

(colorantes naturales del grupo de flavonoides), delfinidina o 

cloruro de delfinidina 2,45±0,14mM por el método de ABTS. 

En el presente trabajo se reportaron valores muy cercanos 

como se observa para las siguientes muestras: LS 2: 

2,42±0,01; LS 5: 2,41 ± 0,01; LCl 5: 2,42± 0.01mM.  

El licor negro presentó una capacidad antioxidante menor en 

el rango 1,97 ±0,10 (mM), más cercano a la Cianidina 3- 

glucósido que reportó 1,85 ±0,26 mM.   

 

Entre los métodos utilizados para determinar la capacidad de 

un antioxidante para captar radicales libres, el radical ABTS•+ 

es uno de los más aplicados, al considerarse un método de 

elevada sensibilidad, práctico, rápido y muy estable; a pesar 

de esto los valores de actividad antioxidante pueden depender 

del tiempo escogido para efectuar la medida. La absorbancia 

medida por el método ABTS se determina entre 1 y 7 

minutos; los resultados obtenidos por algunos investigadores 

indican que la reacción con el radical ABTS•+ no se completa 

hasta pasado 1 minuto, y según Re et al. (1999) y Kuskoski et 
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al. (2005). En el presente trabajo el tiempo de 4 minutos es el 

más apropiado. No obstante, Sellappan, et al. (2002), 

sugieren tiempos de medida de 6 minutos para los patrones 

de referencia y de 7 minutos para los compuestos puros, 

extractos de plantas o de alimentos. 

Los resultados presentados indican la correlación entre estos 

colorantes naturales, con capacidad antioxidante y las 

muestras de lignina obtenidas por precipitación y 

directamente del secado del LN.  

 

4. CONCLUSIONES 

 

Las propiedades físico-químicas del LN, indicaron elevados 

valores del color, pH y fenoles por lo tanto deben ser tratados 

o reutilizados. 

 

Los espectros de las ligninas precipitadas a pH (5) y (7) 

indistintamente del ácido usado para la precipitación 

presentan un comportamiento muy similar al espectro del 

LN, las muestras precipitadas a pH (2), presentan similar 

tendencia, y distintas alturas en absorbancia.  

 

El contenido de polifenoles es mayor en todas las muestras 

precipitadas al compararlas con las muestras de LN, 

destacándose las muestras  LCl 2 y LCl 5 sobre las muestras 

LS 2 y LS 5, obtenidas a similar pH. Aparentemente el 

precipitar la lignina con HCl permite incrementar los 

polifenoles. 

 

Existe correlación entre algunos colorantes naturales con 

capacidad antioxidante y las muestras de lignina obtenidas 

del LN y por precipitación ácida. 

 

Los fenoles, especialmente los flavonoides  y los antocianos, 

muestran una gran capacidad para captar radicales libres, en 

algunos casos puede ser más económico suplirlos por 

derivados de la lignina. 
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