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ABSTRACT. A UV spectroscopic study was carried out by means of the
Ac differential method with biodegraded lignin samples isolated from
fermented cane bagasse with different white fungus strains. A deter-
mination of the free phenolic hydroxyls present in cach lignin was also
performed. It can be stated that the fundamental structures of the
biodegraded lignins are in correspondence with phenolic compounds
with hydroxyl groups conjugated with the aromatic ring by means of a
carbonil group or double links. [t was found that the M7 strain lignin has
the lowest percentage of frec phenolic hydroxyls, being this strain the one
that shows greater degradation of the lignin from the sugar bagasse.

RESUMEN. Enel presente trabajo se realiza un estudio espectroscpico
UV, aplicanda el método difecencial Ag, en muestras de ligninas biode-
gradadas, aisladas de bagazo de caha fermentado, con diferentes cepas
de hongos blancos, as{ como también se realiza una determinacién de la
cantidad de Hidroxilos fendlicos libres presentes en cada lignina, Se
comprobé que las estructuras fundamentales de las ligninas biodegra-
dadas, corresponden a compuestos fendlicos que presentan grupos hi-
droxilos conjugados con el anillo aromdtico, por medio de un grupo
carbonilo o dobles enlaces, asi como tambi€n que la lignina correspon-
diente a la cepa M7 es [a que presenta menor cantidad de hidroxilos
fendlicos Nbres, siendo esta cepa la que mayor degradacién de lignina
presenta en bagazo de cafia.

r INTRODUCCION

La lignina es un material amorfo que tiene como base una
estructura aromética y que forma parte de la madera y de otros
materiales celulésicos. Se caracteriza por un contenido censidera-
ble de grupos metoxilas y per la presencia de grupos hidroxilos, una
parte de los cuales son de naturaleza fendlica.’ Su estructura Qquimi-
ca atin no ha sido completamente elucidada. Es un polimero forma-
do por la condensacién de unidades estructurales de varios tipos,
fundamentalmente del tipo fenil-propano (CgCa), pero éstas pueden
estar combinadas de varias formas, dependiende del material celu-
ibsico que se trate. ’

) Un método para el estudio de las hgmnas esla aphcacibn de
las curvas diferenciales Ae?, mediante el cual, ef cambio de ia
absorcibn producida por un fenol (o cualquier otro electrolito) ioni-
zado, por ejemplo el cambio de &cido-neutro hasta una solucién
fuertemente alcatina puede ser demosirado graficando el cambio
del coeficiente de extincién molar (A€} contra la longitud de onda.

Las curvas Ac son caracteristicas de un fenol en cualquier solvente’

Segun la ley de Lambent Beer, si la concentracion (c) de un
fenol es igual en ambas soluciones Acido-neutra y alcalina, la dife-
rencia en la densidad éptica (AD) para cada longitud de onda es
proporcional a€ (AD = ¢ - Ag).

Si se conoce que la absorcién de un material no ionizable es
igual en medio alcalino y(p) en medio Acido-neutrg, esto se puede
eliminar mediante la sustraccidn de los coeficientes de extincidn
molar de ambos madlos a cada longitud de onda, o sea, realizando
sl llamado método Ae.® Esto también se cumple cuando el material
no ionizable se cornbina quimicamente con el fenol, de tal manera
que las propiedades del croméforo no se alteren. .

Las curvas Ac son caracteristicas solamente de materiales
fendlicos ionizables y pueden ser usadas para obtener informacién
cualitativa y cuantitativa de estos materiales por-comparacién con
curvas Ae de fencles modelos.

En el presente trabajo se realizé un estudio espectrosctpico
UV aplicando el método diferencial Ae, de muestras de ligninas

-

biodegradadas, con diferentes cepas de hongos blancos aislados
de bagazo de cafia con el objetivo de lograr su caracterizacién y
determinar la cantidad de grupos hidroxilos fendlicos libres presen-
tes en cada una de ellas. ; .

MATERIALES Y METODOS

Las determinaciones espectroscoOpicas se realizaron em-
pleando espectrofotémetro UV visible, M-40.

Se prepararcn cultivos de las cepas Fg.1, Fa.a, My en 100 g de
bagazo de cafia, usando como medic DL* sin fuente de nitrégeno
y glucosa al 0,25 % como fuente de carbono los cuales fueron
incubados durante 18 d a 37 °C . También se emple6 bagazo de
cafia no fermentado como blanco.

Las muestras fueron procesadas en un molina de bolas con
tolueno y luego, se extrajeron empleando dioxano-agua (9:1), para
aislar las ligninas biodegradadas corraspondientes a cada cepa, asi
coma ia lignina del blanco, como se reporta en ia literatura,®

Se pesaron muestras de alrededor de 1 mg de cada lignina
biodegradada aislada, asi como de la lignina correspondiente al
bagazo de cafia sin fermentar y se disolvieron en mezclas de
dioxano-NaOH {0, 1mol/L) (1:1), asi coma en dioxano-HCI {0, 1moi/L}
(1:1) respectivamente y luego, se obtuvieron los espectros UV, me-
diante los cuales se determinaron los coeficientes de extincién
molar € a cada d para cada muestra en arnbas soluciones.

Asi se procedid a la construccion de las curvas diferenciales
Ae como se reporta en la literatura,” sustrayendo los coeficientes
de extincidn molar correspondientes a cada muestra en cada medio.
[& dioxano-NaOH (0,1 mol/lL} (1:1)-e(dioxano-HCI {0,1 mol/L
(1:1)], a cada longitud de onda, obteniendo asi la variacion* Az*.
Luego se graficaron las curvas A¢ vs A para cada muestra de lignina.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 y en la Tabla | se muestranlas curvas diferen-
ciales correspondientes a cada lignina biodegradada por las dife-
rentes cepas utilizadas, asi Jos valores respectivos.
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TABLA'L
Valores de las curvas diferenclales correspondientes a la degradacién de ligninas mediante diferentes cepas de hongos blancos

A méxima Ae méxlm?( 10 3 A minima Ae minimo (* IOl) A méxima As maxm;io( 101)

Lignina ) (nm) « (1 mol \ {nm) (1 mol™ * cm (nmy (- mol cem )
Bagazo de cafia no fermenzado oo : .

(blanco) 0 1,15 310 345 376 - 44

Fe 1 ’ 250 208 316 08 .37 37

Fst - 250 ' 28 320 2] " 365 565

M2 0o tiene miximo \ . 320 085 370 Y

. aungue presenta : : ‘|
absorcidén

T

) el anilio aroméiicc. ya que en este caso aparecié en todas las
= . : muestras un maximoe alrededor de 370 nm y de gran intensidad (3,0

! ‘ . 260 * 10°L * mol’ - em™, lo cual también se cumple para el
f-ﬁ-\ blanco a -

5 | / \\ Para las ligninas commespondientes a las cepas Fa.1 y My, se

J \ observa una disminucién en la intensidad del inaxime correspon-

diente a 370 nm, con respecto al bagazo no fermentado (blanco) y
en la lignina de la cepa Fa-a se cbserva un aumanto en la intensidac
del mismo maximo con respecto al blanco. Esto ultima pudiera

degradacién de ia muestra por 8l microorganismo), con la misma

expiicarse por la formaocién de nuevas sustancias [producto de la -

- ‘astructura y con menor peso molecular, lo que conileva a que el
IE coeficiente de extincién molar sea mas intenso. .
be Partiendo de los Ae mgximos se calcutaron las variaciones
i de las absortividades molares y considerando el blanco se déterme-
a né la cantidad de hidroxilmoésx fenéliicos en las muestras. Estos
E resultados se muestran en ja Tablafl. -
|
- TABLA Ii
o Cantidadn de hidroxilos fendlicos libres en mueviras
- de llgninas biodegradadas mediante diferertes cepas
Wy de hongos bldncos
< .
Lignina [}
biodegradada {%) '
Fet 718
Fa3 10,97
M7 - . 582
L
- 4 Se pusde observar que 1a lignina biodegradadé correspon-
diente a la cepd M; presenta !a menor cantidad de hidroxilos
Fig. 1. Curvas diferenciales At vs | correspondientes a ligninas fendlicos libres ‘slende esta cepa la que experimenta la mayor
biodegradadas por diferentes cepas de hongos blancos, degradacién de lignina en bagazo de cafa. Estos resultados' se
_ aisladas de bagazo de cafia corresponden con los reportados en ia literatura.”
Lignina del blanco (bagazo no fermentado}; N
con My, con Fay,  conFgy ' CONCLUSIONES
. ! A
~ Enla litaratqraf se reporta un corrimiento batlocrpmico carac- Se determiné que las estructurais fundamentalds de las ligni-
teristico de la absorcién méxima a 280 nm para la lignina en medio nas aisladas de bagazo de cafia de az(icar (tanto las biodegradadas
alcallmo, el cual se debe a la ionizacién de grupos fendlicos. Los mediante las cepas de hongos blansos, Fa.1, Fs.a y My, asi como la
maximos establecidos aproximadamente a 250 y 300 nm en las del bagazo de cafia no fermentadq), corresponden ai tipo de com-
curvas diferenciates UY, obtenidas por sustraccion del espectro de puestos fendlicos que presentan grupos hidroxilos conjugados con -
la lignina en solucidn neutra del correspondiente espectro en solu- el anillo aromético, por medio de un grupo carbonilo o de dobles
cidn alcalina son caracteristicas de la absorcién del idn fenolato {de enlaces. ¢

compuestos con hidroxilos aromaticos, sustituidos). Las solucionas
aicalinas de los compuestos fendlicos cuyos grupos hldrpxulos estan
conjugados, a través de un enlace con un grupo carbonilo, tienen

un méiximo cerca de 250 y 350 hasta 400 nm . Mientras que el
méaximo a 250 nm es coman a ambos tipos de compuestos, el
maxime de 300 nm de las curvas diferenciales es caracteristico para b .

los grupos hidroxilos sin tal conjugacion. ' BIBLIOGRAFIA
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JUEGO MICROELISA

PARA LA CLASIFICACION

EN SUBTIPOS "ad-ay”

DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE
DE LA HEPATITIS.B

/ . . T .
Argumentacién: El antigeno de superficie del virus -

de la Hepatitis B (HBsAg) es un eficiente marcador
de la infecci6n por este agente. En este antigeno se
han descubierto subtipos cuya aparicion tiene im-
portancra epidemioldgica en el control de grupos
de riesgoy en el seguimiento de focos de infecci6n.

El juego "HBsAg MONOCLAS" permite conoger
con un determinado margen de error si una
muestra de suero o plasma previamente iden-
tificada como HBsAg positiva pertenece al subtipo
“ad" o al subtipo "a :

Fundamentacion tec-nica:_ E! inmunoensayo
empleado es de tercera gemeracién tipo
microELISA hetérogéneo directo que incluye un
anticuerpo monoclonal de ratén de clase IgGi
que reconoce al subtipo "ad” del HBsAgy no al sub-
tipo "ay" bajo ciertas condiciones experimentales
definidas en el ensayo.

CARACTERISTICAS MAS IMPORTANTEQ

e Fase sélida: Placas de clouro de polivinilo de
96 pocillog de m1crot1tulac1én

e Anticuerpo monoclonal CN-A1 purificado
mediante cromatografia de afinidad en
Proteina A-Sepharose. .

-

" e Volumen de reaccién: 100 L .

e Sensibilidad: 100 ng de HBsAg "ad"/100 xL
de suero.

o Precisién: Coeficiente de variaci6n inter e
intra-ensayo inferior al 5 %.

¢ Especificidad: 95 % contra juego diagnéstico

"Hepanostika" de Organon Teknika para-el -

- HBsAg.

4

IIBsAa MONOGI.AS

HEPANOSTIKA
1,2 -
0.8 —
0.4 —
N
g.
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Q
Q
o8 - HBs Ag -MONOCLAS®
0.4 —

A-B C D E F G

Clasificacién del HBsAg con anticuerpos monoclonales
en comparaci6n con un juego diagnéstico comercial

" A: Suero humano normal
B: Suero humano "AY"
' C:Suero humano "AD"

. D; Suero humano "AD" 1:164
E: Suero humano "AD" 1;128
F: Suero humano "AD" 1:256
G; Suero humano "AD" 1:512
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