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RESUMEN

Se presenta un método analitico para determinar rapidamente lignina en muestras de pequefto volumen
provenientes de efluentes de mataderos. El método permite determinar también diversos residuos: soli-
dos, de extraccion y fijos, asi como analizar azicares reductores.

ABSTRACT

This work presents an analytical method to quickly determine lignin in small volume samples collected
from slaughterhouse wastewater. This method also allows the detection of solids, extraction and fixed

residues and the analysis of reducing sugars.

INTRODUCCION

Los efluentes de los mataderos resultan de los procesos de
desangrado, desosado, mondongueria, triperia y lavado de
corrales. La mezcla de las distintas lineas produce un efluente
complejo que contiene proteinas, compuestos lignoceluldsicos
y grasa. Dado el tenor de materia organica que presenta, los
sistemas biolégicos anaerobios son los mas apropiados para
su tratamiento, pero el alto contenido de compuestos sélidos
de tipo lignoceluloésico, que puede alcanzar al 25% en peso
segun Colberg (1988), ocasiona problemas operativos, espe-
cialmente en reactores anaerobios de alta velocidad (Martinez
et al. 1995). Los compuestos lignoceluldsicos son resistentes
al ataque bacteriano por la presencia de lignina y como conse-
cuencia de su lenta biodegradacion son retenidos en los reac-
tores de biomasa dispersa, diluyendo la biomasa activa.

El estudio de reactores que mejoren la degradacion de estos
compuestos requiere el establecimiento de técnicas analiticas
que permitan determinar rapidamente el contenido de ligninay
carbohidratos en el material particulado en las corrientes de
entrada y salida del reactor, para controlar el proceso de degra-
dacién parcial de los diferentes componentes del residuo soli-
do. De esta manera, se podran ajustar el disefio y la operacién
del reactor para mejorar dicha degradacién.

Existe abundante bibliografia referente a la determinacion
de lignina asociada con métodos para obtener carbohidratos.
Después de un proceso de extracciéon, la muestra es tratada
con un dcido fuerte; asi la celulosa se hidroliza y solubiliza

(Gigery Pochet 1987) y queda un residuo insoluble de lignina
ya que su estructura condensada impide su hidrélisis. Por
accién de los acidos fuertes se produce la ruptura de los com-
puestos lignoceluldsicos en los que hemicelulosas y lignina
forman una matriz macromolecular que rodea a la celulosa pro-
tegiéndola contra el ataque bacteriano (Lee 1992) ya mencio-
nado pero que también interfiere en su hidrdlisis total.

La accién de 4cidos concentrados sobre la lignina puede
solubilizarla parcialmente, reprecipitando por dilucién; este
proceso de solubilizacidn-reprecipitacion esta sujeto a discu-
sion ya que como indica Van Soest (1994), algunos investiga-
dores plantean que no seria la lignina la que se disolveria sino
otros compuestos fendlicos de menor peso molecular también
presentes. El sdlido residual puede estar formado no solamen-
te por lignina, en particular algunos métodos pueden producir
algun tipo de residuo sélido (artifacts).

Giger y Pochet (1987) indican que ocurre reprecipitacién de
la “lignina 4cido soluble” si se diluye después del tratamiento
con dcido concentrado. La hidrdlisis en medio icido diluido
permite a su vez, la disolucién de la hemicelulosa y de las
sustancias pécticas. Todo lo antedicho beneficia la determina-
cién gravimétrica de la lignina y garantiza la reprecipitacién de
lalignina soluble. Es decir, que por 1a accién sucesiva de 4cido
concentrado y diluido se llega a romper la estructura de los
compuestos lignoceluldsicos, permaneciendo la lignina en es-
tado sdlido e hidrolizdndose el resto.

Aparecen como métodos mds apropiados para el andlisisde
efluentes, el de Effland (1977) que, aunque referido a maderay
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pulpa de madera, usa muestras de 200 a 300 mgy el de Krausy
Marlett (1990) que también trabajan con muestras del ordende
los 100 mg en determinaciones en materia fecal. En ambos
casos, hay una etapa previa de extraccion que permite eliminar
parte de las interferencias de la matriz tales como la materia
fecal o compuestos nitrogenados que contribuyen a aumentar
el residuo de lignina; presenta el inconveniente de que extrae
cierta cantidad de azlicares neutros, pero los autores que lo
han estudiado consideran que se mantiene dentro de valores
aceptables.

La lignina también puede ser analizada por métodos
instrumentales de analisis pero cabe aclarar que el término
“lignina” no se refiere a un solo compuesto quimico, sino a
una serie de grandes moléculas poliméricas estructuralmente
semejantes. Esto significa que esos métodos solo pueden apli-
carse en caso de contarse con una “’lignina patrén”.

En este trabajo se presenta un método para la determina-
cién de lignina relativamente rapido, simple y para muestras
pequeiias, que permite ademas determinar celulosa bajo la for-
ma de sus productos de hidrolisis por procedimientos ya co-
nocidos como se indica mas adelante.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron ensayos preliminares, buscando el tipo de ex-
traccion mds adecuado para la eliminacion de los interferentes
arriba mencionados. En el caso de la realizada con etanol-
benceno (1:2 en volumen) recomendada por Effland (1977), el
porcentaje de extraccion fue de 46% mientras que con icido
acético-acetato de etilo (1:1 en volumen) propuesto por Kraus
y Marlett (1990), fue de 40%. Tal como indican Giger y Pochet
(1987), el mayor porcentaje de solido extraido, se debe a la
solubilizacion parcial de la lignina por la utilizacion de alcohol
en caliente. Ademas en el primer caso, el residuo queda aun
fuertemente tefiido cuando la extraccion parece estar finaliza-
da. Se opta entonces, por la extraccién con acido acético y
acetato de etilo.

Para la determinacion de lignina y ante la imposibilidad de
realizar liofilizaciones, se eligio la técnica de Kraus y Marlett
(1990) modificada.

Debe realizarse también la correccion de cenizas (presencia
de silice) sobre el precipitado, porque de otra manera serian
incluidas como lignina.

Procedimiento operativo

La suspension que se vaa analizar se trata de manera inten-
sa con agitador magnético, Setoman 50 mly se centrifugana
velocidad 7 (maxima) durante 15 min. Se tira el liquido
sobrenadante. Se trasvasa a una capsula pesada, se seca en
bafio de agua a ebullicion (BM) y luego en estufa a 105°C, se
pesa: residuo sélido. Se humedece bien el residuo y se arrastra
con ayuda de 6 ml de dcido acético-acetato de etilo 1:1 (viv) a
tubo de centrifuga; se pone a BM en ebullicion durante 2 1/2 h
cuidando de mantener volumen. Se centrifuga durante 15 min

avelocidad 7, se tira el liquido sobrenadante. Se lava con 3 ml
de acetato de etilo, se centrifuga a velocidad 7 durante 15 min,
se tira el liquido sobrenadante. Se arrastra con ayuda de agua
a la capsula pesada, se seca en BM y en estufa a 105°C, se
pesa: residuo de la extracciéon. Se trata en la misma capsula
con 1 ml de HSO4 concentrado (12 M) durante 1 h a tempera-
tura ambiente. Se arrastra con ayuda de 11 ml de agua a ur
erlenmeyer, se calienta a ebullicién durante media hora, mante-
niendo el volumen. Se filtra al vacio producido con bomba de
agua por filtro Whatman GF/A calcinado a 550°C y previamen-
te pesado, se lava hasta pH neutro. Se seca hasta peso cons-
tante:
-a 105°C: peso lignina bruta
-a550°C: peso residuo fijo

El filtrado sc aforaa 50 mly se utiliza para la determinacion
de azicares reductores.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron tratados segin los criterios de
Lacroix (1973) para el rechazo de resultados con una probabili-
dad del 95% que establecen que se deben descartar las medi-
das individuales que queden fuera de los limites:

X+ (de)t (1)
donde:

x = media de los resultados individuales x
d.e. = desviacion estandar

t = de Student con P > 0.05

n = cantidad de muestras

n-1 = grados de libertad

Se efectuaron un total de 9 corridas en 2 condiciones de
extraccion diferentes: extraccion durante 20 horas a temperatu-
ra ambiente tal como lo proponen Kraus y Marlett (1990) (5
medidas) y una alternativa mas rapida, extraccion en BM a
100°C durante 2 horas y media (4 medidas).

Se obtuvieron 2 series de medidas (Tabla I): residuo sélido
{obtenido por secado de la muestra a 105°C), residuo de la
extraccion con acido acético-acetato de etilo secado a 105°Cy
de la lignina (obtenido por diferencia entre el peso del residuo
de la reaccion con HpSO4 a 105°C y 550°C y que se expresa en
la columna peso neto).

La tabla I presenta también los valores de las medias al pie
de las columnas correspondientes a los pesos, los valores de
los desvios d y de sus cuadrados d* con la suma correspon-
diente al pic de estas columnas, los que permiten calcular la
desviacion estandar (d.c.). para el residuo sélido, €l residuo de
extraccion y el peso neto del residuo de lignina. Estos valores
aparecen también en la tabla I y permiten calcular para cada
uno de los tres casos los limites de confianza definidos por la
expresion (/).

Para determinar si las dos series de medidas presentan re-
sultados estadisticamente semejantes, se les trato6 para el caso:
comparacion de la influencia de un solo factor cuando el nmi-
mero de medidas es diferente (Lacroix 1973). Este autor propo-
ne el calculo de una t,,, a partir de los datos individuales X,
sus medias y el nimero de grados de libertad de cada serie tal
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TABLA 1. DETERMINACION DE LIGNINA

Extraccion durante 20 h en frio

Residuo solido

Residuo de extracciéon

Residue de lignina

Muestra | Peso (g) d d? Peso (g) d d P bruto P neto d d:
a 0.0737 -2.20E-04 4.84E-08 | 0.0394 -4.76E-03 2.27E-05| 0.0220 0.0193 2.42E-03 5.86E-06
b 0.0723 -1.62E-03 2.62E-06 | 0.0418 -2.36E-03 5.57E-06 | 0.0225 0.0176 7.20E-04 5.18E-07
[ 0.0769 2.98E-03 8.88E-06 | 0.0476 3.44E-03 1.18E-05} 0.0225 0.0179 1.02E-03 1.04E-06
e 0.0725 -1.42E-03 2.02E-06 | 0.0455 1.34E-03 1.80E-06 | 0.0205 0.0147 -2.18E-03 4.75E-06
f 0.0742 -2.80E-04 7.84E-08 | 0.0465 2.34E-03 5.48E-06 | 0.0207 0.0149 -1.98E-03 3.92E-06
0.0739 1.36E-05 | 0.0442 4.73E-05 | 0.0216 0.0169 1.61E-05
de =0.0018 de. =00034 | de. = 0.0020
rechazo segin Lacroix:
P =95%
n-1=4 t=2.776
Limites: 0.0688 0.0346 0.0113
0.0790 0.0537 0.0224
Extraccién durante 2.5 h en caliente
Residuo sélido Residuo de extraccion Residuo de lignina
Muestra | Peso (g) d d: Peso (g) d d: P. neto d d2
d 0.0663 -3.98E-03 1.58E-05 0.0489 2.85E-03 8.12E-06 0.0149 -1.50E-03 2.25E-06
g 0.0682 -2.07E-03 4.31E-06 | 0.0439 -2.15E-03 4.62E-06 0.0160 -4.00E-04 1.60E-07
h 0.0729 2.63E-03 6.89E-06 [ 0.0464 3.50E-04 1.22E-07 0.0184 2.00E-03 4.00E-06
n 0.0737 3.42E-03 1.17E-05 | 0.0450 -1.05E-03 1.10E-06 0.0163 -1.00E-04 1.00E-08
0.0703 3.87E-05 | 0.0461 1.40E-05 0.0164 6.42E-06
d.c. = 0.0036 d.e. = 0.0022 d.e. =0.0015
rechazo segin Lacroix:
P=195%
n-1=3 t=3.182
Limites: 0.0588 0.0392 0.0117
0.0817 0.0529 0.0211

Para la totalidad de las muestras:
Residuo solido

Residuo de extraccion

Residuo de lignina

Medias: 0.0723 0.0450 0.0164
d.e. = 0.0032 de. = 0.0029 de. = 0.0017

rechazo segin Lacroix:
Limites: 0.0649 0.0382 0.0128
0.0797 0.0518 0.0206

como se detalla en la tabla I1. Ese valor es comparadoalatde
Student obtenida de tablas para las mismas condiciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que sc presentan en la tabla I'indican que los
valores de todas las muestras quedan dentro de sus respectivos
intervalos de confianza y que ninguno debe ser rechazado.

En la tabla II se comparan los resultados encontrados en
cada tiempo de extraccién. En ésta se observa que 1a texp €5
mucho menor que la obtenida en las tablas corrientes para la t
de Student, de donde se concluye que no hay diferencia esta-
distica significativa entre ambos casos, lo que permite que
todos los datos sean tratados como pertenecientes a un solo
grupo.

En el pic de la tabla I se encuentra el tratamiento de datos
correspondiente a la totalidad de las corridas.

Con relacién al andlisis de carbohidratos, se puede indicar

muy rapidamente que se conocen diferentes métodos instru-
mentales para la detcrminacion de glucosa, los enzimaticos
entre otros. En ensayos preliminares, no se consiguid analizar
glucosa en el filtrado por métodos enzimaticos, esto seria
causado por la presencia de algin inhibidor de la enzima
(fenoles, por ejemplo, que podrian estar presentes por disolu-
cion parcial de lignina) ya que ese filtrado es una matriz quimi-
ca relativamente compleja.

En el caso en estudio, esta determinacion se realizd midien-
do azicares reductores por volumetria redox (método de Luff-
Schoorl).

CONCLUSIONES

Se encuentra un método relativamente rapido para analizar
lignina en efluentes de mataderos que se puede realizar con
medios muy sencillos. EI método permite ademas hacer, enuna
manipulacion inica, otras medidas como las de residuosa 110
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TABLA II. COMPARACION DE DOS VARIANTES EN LAS EXTRAC-
CIONES DEL RESIDUO LIGNOCELULOSICO

Media de a: x, = 0.0169
Media de b: x, = 0.0164
Diferencia: d = 0.0005 g/l

Desviacion estindar: d.e.

¥ (x- x,)z +(x —:r,)z

2 _ - "
(de) A e el
2 2
(de), = de) e) )a0
”c b
te = (d.e.), =0415

i
t de tablas para N = (5-1) + (4-1) y P = 95% t = 2365

y 550°C. La opcién de efectuar la extraccién en caliente permite
disminuir el tiempo de extraccién de veinte horas a dosy media.

Una vez separada la lignina, es posible analizar glucosa y
otros azicares reductores en la solucién remanente.

Teniendo en cuenta que en la mayoria de los efluentes produ-
cidos por las agroindustrias (malterias, por ejemplo) se presenta
el problema de sélidos suspendidos de tipo ligno-celuldsico, el
desarrollo de esta técnica analitica puede tener un uso general,
mads alla del problema especifico para el cual fue desarrollada.
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