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ABSTRACT

The aim of this project is to compare the interaction energies by theoretical and
experimental methods between the most frequent dimers and trimers in lignins. The

methodology was divided into two phases.

A theoretical phase where is obtained the interaction energy of the lignans on a
substrate of crystalline cellulose composed by 3 superimposed lattices (6x6x3 model). The
procedure in this case is to find the interaction energy by docking method. When the lignan is
approached to the cellulose surface, its conformation changes to adapt itself on the cellulose
surface to minimize the total energy in the system until the position and conformation of
minimum energy is reached. In this precise case we found that the trimers present stronger

adherence with the substrate than dimers but, this result is always according to the substrate.

In the experimental phase, we followed two strategies to obtain dimers and trimers.
The first strategy was the synthesis and analysis of lignans by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR). The second process was their localization in natural lignins by spectrometry of Matrix
Assisted Laser Desorption lonisation Time-Of-Flight (MALDI-TOF). Then, their resistances

were measured in a cellulose sheet by Thermo-mechanic Analysis (TMA) in the tensile test.

Finally we found a correlation between the energy of lignan-subtract interaction by
molecular mechanics and the adhesive strength by experimental test. Thus we can say that
lignins with high quantity of trimers inside its structure present a stronger interaction with the
substrate. The molecular mechanics calculations indicated that a dimer pO4-linked has
stronger attraction for the substrate than B-f§ or p-5-linked dimers. Consequently the bond
energy is given by molecular weight and type of linkage. Hence lignans with higher molecular

weight and $O4-links have a better adhesion in the cellulose substrate.



RESUMEN

El objetivo de este proyecto es obtener una comparacion de energias de enlace por
métodos tedricos y experimentales entre los dimeros y trimeros mas frecuentes en las

ligninas.

En la fase tedrica, se obtuvo la energia de enlace para cada uno de los lignanos sobre un
sustrato de celulosa cristalina, compuesto por 3 capas de 6 por 12 glucosas cada una. El
procedimiento consistio en determinar la energia de anclaje molecular, donde el lignano
interacciona con el bloque de celulosa cambiando su conformacion repetidas veces hasta su
adaptacion con la superficie de ésta y reduciendo al maximo la energia total del sistema. En
este caso preciso, se encontraron que los trimeros presentan mayor adherencia al sustrato
que los dimeros. Mas sin embargo, éste resultado siempre dependera de la naturaleza del

sustrato y de las condiciones de interaccion.

En la fase experimental, se siguieron dos estrategias para obtener los dimeros y trimeros.
La primera estrategia fue la sintesis y el analisis de los lignanos por resonancia magnética
nuclear. La segunda estrategia fue su localizacion en ligninas naturales por espectrometria
de masas. Posteriormente se midi6 la resistencia adhesiva a tensién en una hoja de celulosa

por el analisis termo-mecanico.

Finalmente se encontrd una correlacion entre los resultados tedricos y experimentales de
sus energias de enlace. Con lo cual, se puede decir que ligninas con alta cantidad de
trimeros presentan una interaccion mas fuerte con el sustrato de celulosa. De acuerdo con
los resultados se tiene que un dimero con un enlace tipo 3-O-4 presentara una atraccion
mas fuerte al sustrato que los dimeros con enlace tipo - o B-5. Por consiguiente la masa
molecular y el tipo de enlace son los factores predominantes en el calculo de la energia de

enlace en los lignanos.



CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVO DE ESTUDIO

.1 INTRODUCCION

La funcion primordial de la lignina es de mantener unidas a las fibras de celulosa y hemicelulosas
para conformar el material sélido que denominamos madera [Freudenberg, 1968]. Esta capacidad
adhesiva ha dado pie a numerosos estudios sobre su composicion y utilizaciéon en la innovacién de
nuevos materiales. Estudios sobre el analisis de las estructuras bases y/o lignanos dan la pauta para
conocer el comportamiento adhesivo de la misma lignina [Brown, 1985]. Como es el caso de este
trabajo, en el cual se hizo un estudio tedrico-computacional y experimental para observar la
capacidad adhesiva de lignanos con dos y tres unidades (dimeros y trimeros), a partir de
monolignoles como precursores de la lignina. Se hizo la sintesis de los lignanos, asi como su
localizacidn en ligninas naturales provenientes de residuos industriales. Posteriormente se midié su
fuerza adhesiva a tension sobre probetas de celulosa para llegar a una correlacion teérico-
experimental de sus energias de enlace y obtener un valor de adhesividad especifico, el cual servira

como punto de referencia y/o comparacién para este tipo de estructuras.

Este tipo de estudios aportan al conocimiento de las propiedades adhesivas de la misma lignina,
como uso especifico en adhesivos. Sobre todo que ésta industria ha sido dominada por los adhesivos
sintéticos los que generalmente son perjudiciales para la salud humana y que los estandares
ambientales estan exigiendo su desplazamiento como es el caso de adhesivos base en formaldehido.
Esta situacion genera una fuerte demanda por adhesivos ecoldégicamente amigables sin que se
arriesgue la calidad del producto, aqui es donde la lignina parece ser un buen candidato con

excelentes expectativas de uso.



.2 OBJETIVO GENERAL DE TRABAJO

El objetivo general de este trabajo es comparar las energias de enlace entre dimeros y trimeros

en ligninas, con base a los resultados teodrico calculados y los resultados de ensayos experimentales.

.21 OBJETIVOS ESPECIFICOS

# Disefo y construccidn quimico-computacional de lignanos, considerando los enlaces mas
abundantes en las ligninas.
% Anclaje molecular de los lignanos sobre un sustrato de celulosa
# Obtencion de lignanos:
i Sintesis y caracterizacion de los oligdmeros bajo la metodologia reportada por
Landucci, 1995.
@l Localizacion de los lignanos mas abundantes en tres ligninas industriales de bajo
peso molecular por espectrometria de MALDI-TOF.
3 Evaluacion de su capacidad adhesiva por el Analisis Termo-Mecanico (TMA).
# Correlacién de la capacidad adhesiva entre la simulacién molecular y los resultados de los

ensayos experimentales.



1.3 HIPOTESIS DE TRABAJO

Los resultados de las energias de acoplamiento por simulaciéon molecular de algunos lignanos
con dos y tres unidades que mas abunden en ligninas, seguiran la misma tendencia con los valores

obtenidos por resistencia a tension en el analisis termomecanico.

1.4 JUSTIFICACION

Debido a la dificultad que se enfrentan los especialistas en lignina para el aislamiento efectivo y
completo de la estructura natural, protolignina, ha sido necesario la utilizacién de herramientas como

la simulaciéon molecular para analizar su comportamiento y funcion en la célula.

Dentro de las principales funciones de la lignina es su capacidad adhesiva, la cual es muy
importante en la formacion bioldgica de la madera y la cual ha servido de pauta para el disefio de
nuevos adhesivos. Esta propiedad natural de la lignina es objeto de estudio en este trabajo, con la
finalidad de conocer su comportamiento por medio de sus estructuras mas simples como son los
lignanos de dos y tres unidades. Ademas de generar informacion basica de constitucion, que
funcione como punto de partida para las futuras formulaciones de adhesivos naturales a base de
lignina. Es muy importante el conocimiento de energias de enlace para este tipo de estructuras por el
potencial econdmico que conlleva el emplear la lignina y sus derivados como productos de mas valor

agregado.
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1.5 ANTECEDENTES

1.5.1 COMPOSICION DE LAS PROTOLIGNINAS

La lignina es considerada como el segundo biopolimero renovable mas abundante en la
naturaleza después de la celulosa y los aceites esenciales. Es una macromolécula que constituye
entre el 15y 40 % de masa en madera [Sarkanen y Ludwig, 1971]. En combinacion con celulosa y
hemicelulosas, constituyen el material organico mas abundante en la superficie de la tierra. La
cantidad total de madera en los bosques del mundo se estima que es alrededor de 1.5 billones de
toneladas [Barrios y Ventura, 2001]. Los componentes de la madera juegan un papel muy importante
en el ciclo de carbono y la ecologia global a través de sus efectos en suelos, ecologia forestal y clima
[Sakakibara, 1983].

Alrededor de un cuarto de biomasa en plantas lefiosas es lignina. La biosintesis de este
componente por lo tanto, requiere una fraccion mayor de recursos biosintéticos de plantas vivientes.
La lignina es altamente reducida, con un contenido de carbono de 50% mas alto que los
polisacaridos. Esta es por consiguiente relativamente rica en energia potencial, sin embargo esta
energia no esta lista para ser utilizada en estado natural [Brown, 1985]. Otra caracteristica importante
de la lignina es su lenta degradacion por lo que persiste largos periodos de tiempo como materia

organica en suelos y agua [Grisebach, 1981].

Las ligninas son fracciones no carbohidratadas de madera, extremadamente complejas y dificiles
de caracterizar. Estas constituyen un polimero aromatico, heterogéneo, ramificado y no presentan
alguna unidad repetida. Generalmente todos los métodos utilizados en la obtencién de ligninas llevan
a la degradacion de su estructura [Sjostrom, 1998]. Mientras que ademas, es dificil obtener una
lignina idéntica a otra, aun cuando se trate de la misma especie procedente, esto es por las
diferentes variables en el proceso y por la naturaleza heterogénea de la lignina, pero su extracciéon de

porcentaje en masa se considera representativo de la lignina total [Carballo, 1990].
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La lignina esta formada por polimerizacion deshidrogenativa de alcoholes para-hidroxicinamicos
(alcohol para-coumarilico 6 p-coumarol, el alcohol coniferilico ¢ coniferol y el alcohol sinapilico 6
sinapol), a partir de una reaccion catalizada por radicales libres [Higuchi, 1985]. La figura 1preseta los
precursores mas frecuentes en las ligninas y su forma radical. El coniferol, al centro de la misma

figura, presenta la numeracion mas utilizada en el area de quimica de la madera.

OH

7

MeO OMe
OH

p-Coumarol Coniferol Sinapol Forma radical

Figura 1. Los precursores mas frecuentes en las ligninas y su forma radical.

Algunos estudios afirman que los monolignoles en su forma radical son diferentes de los otros
radicales; el acoplamiento no es al azar y opera de acuerdo a reglas bien definidas.
Consecuentemente la estructura de la lignina es influenciada por la velocidad de liberacién de
monolignoles de la zona de lignificacion. Si los monolignoles fueran liberados a una velocidad lenta,
los monolignoles podrian enlazarse continuamente hasta un polimero donde predominaria el enlace
B-O-4. Alternativamente, si los monolignoles fueran liberados rapidamente, éstos se convertirian en

dilignoles y oligolignoles donde predominarian enlaces tipo -5, 5-5 y 5-O-4 [Terashima, 1990].

Entre las funciones principales de la lignina es ser adhesivo de las fibras de madera. Es decir,
cuando la lignina se concentra en la lamina media, entre las paredes celulares, funciona como un

agente cementante dando rigidez al tejido lefoso. Esta propiedad de cementacion es debido a los

12



diferentes tipos de interaccion quimicas como los puentes de hidrégeno, las fuerzas de Van der
Waals y los enlaces de carbohidratos [Glasser y Sarkanen, 1989]. Tales interacciones generan
veinticinco tipos de enlace que han sido propuestos gracias a los resultados de la experimentacién
[Besombes et al., 2003]. Dichos enlaces se encuentran tanto en gimnospermas como en

angiospermas. Los mas frecuentes estan descritos en la figura 2.

i
A
# ot
“\\ )
B-aril éter (3-O-4) 6  Fenil cumarin Resinol (5-5 Bifenil), Diaril éter (a-B)
Aril-glicerol (B-5) (B-B) (5-O-4 diaril éter),
B-aril éter (B-O-4), (a-O-4)

Figura 2. Tipos de enlace mas frecuentes en las ligninas.

Los monolignoles no son abundantes en su forma libre en tejidos lignificados, pero se encuentran
conformando 4-O-B-D-glucésidos. La cantidad de estas estructuras en las ligninas varia
principalmente debido al tratamiento de obtencidon que se efectudé para su aislamiento. De una

manera general se encuentra la siguiente abundancia [Li et al., 2009], presentado en la tabla 1.

Tabla 1. Abundancia de los monolignoles.

p-Coumarol (%) Coniferol (%) Sinapol (%

13



Gimnospermas 0.0-10 60-98 30-60
Angiospermas 0.0-15 10-60 35-90

Gramineas 0.0-13 10-66 21-90

La cantidad de los tipos enlaces en alguna lignina especifica y su porcentaje de abundancia es
debido a su estructura y a su origen, variando ademas por el método de obtencién utilizado
[Rencoret, 2009].

Los troncos maderables de angiospermas y gimnospermas contienen entre el 15-36% de lignina
en masa anhidra. La lignina de plantas superiores se encuentran predominadas por dos tipos de
estructuras: lignina tipo guayacil o guayacilo, fraccion tipo G, (fraccion 4-hidroxi-3-metoxifenilo)
proveniente del alcohol coniferilico (G) y la lignina tipo siringil-guayacil(G-GS), que es la union de
estructuras tipo guayacilo con estructuras tipo siringilo GS (fraccién 4-hidroxi-3,5 dimetoxifenilo)

proveniente del alcohol sinapilico [Sjostrom, 1998].

La lignina guayacil es el mayor componente de la lignina proveniente de las gimnospermas
(coniferas). Las angimnospermas contienen la lignina caracteristica de las maderas duras que se
produce por la polimerizacién del alcohol coniferilico y del alcohol sinapilico (lignina guayacil-siringil).
La lignina normal contiene pequefias cantidades de un tercer componente de lignina, es la lignina
para-hidroxifenilo (H), derivada del alcohol para-coumarilico, mientras que en gramineas y en madera
de compresidon de gimnospermas, el componente mas abundante es este tercer tipo de estructura el

para-hidrofenilpropano [Sarkanem, 1971].

Las ligninas nativas o también conocidas como protoligninas, son aquellas que pueden ser
encontradas en la madera del arbol en pie y que no se conoce exactamente su estructura, ya que al
aplicarles un proceso de obtencion sufren una descomposicion ¢ fractura de sus enlaces. Por lo
tanto, se conoce solo hasta el momento la composiciéon aproximada de este tipo de estructuras
(Tabla 2).

14



Tabla 2. Abundancia de enlaces en las protoligninas [Sjostrom, 1998].

LIGNINA DE LIGNINA DE
TIPO DE ENLACE GIMNOSPERMAS  ANGIOSPERMAS

(%) (%)

B-aril-éter 35 45
B-5 9 4
B-B 3-4 7
3-O4 con a-0O4 8 4
B-1 3 5
Arilo carbonilo compuesto 9 5
Gliceraldehido 2-aril éter 1-2 2

Unidades de alcohol cinamico 1-2 1-2
Unidades de aril glicerol 2 3
Grupos carboxilo 4 4
Unidades con la cadena reducida 2 1
Unidades de quinona 3 3
Unidades con el enlace C-6 o C-2 3 3

La mayoria de los datos (tabla 2) son recopilados del estudio en muestras de ligninas aisladas.
De una manera general se puede facilmente observar que las unidades guayacilo predominan
fuertemente en las ligninas de gimnospermas. Mientras que en las ligninas que provienen de
angiospermas, se encuentran cantidades similares de guayacilo y siringilo. Es muy probable que en
los procesos de obtencién influyan sobre el contenido en los tipos de enlace, pero en general los

enlaces mas frecuentes son -O-4, -5y B-p [Sjostrom, 1998].

.52 LIGNINA COMO ADHESIVO
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Se estima que la biosfera contiene 3X10"" toneladas de lignina y produce anualmente 2X10™
toneladas [Biermann, 1993]. La produccion de lignina disuelta es alrededor de 50 millones de
toneladas anuales y proviene de los procesos de fabricacion de pasta para papel, esta lignina es
utilizada como combustible para generar energia al mismo proceso [Hu, 2002]. Mientras que la
lignina ofrece perspectivas mas interesantes y de mayor valor agregado por ser un producto natural

renovable.

Gracias a sus propiedades, las ligninas son de gran utilidad en aplicaciones funcionales como:
adhesivos para madera, estabilizadores UV y agentes colorantes simultaneos, 6 también como un
agregado en la durabilidad de la madera. Para todas estas aplicaciones, se necesita una modificacion

quimica de su estructura [Dam et al., 2000].

Las ligninas se consideran productos de deshecho en la industria de celulosa y papel, sobre todo
en los procesos de blanqueo donde la eliminacion de la lignina es el principal objetivo [Casey, 1985].
En el caso de las ligninas mecanicas, por ejemplo se presenta una cantidad importante de lignina que
se traduce en producto de mala calidad. Estas pastas son solamente utilizadas para la fabricacion de
papel periddico o directorios telefénicos. El principal uso de la lignina residual o licor negro en la
industria de celulosa y papel es como combustible, ya que por su alto poder calorifico se genera la
energia necesaria para abastecer el mismo proceso [Clark, 1985], lo cual limita el potencial natural de
la lignina como materia prima para producir productos de mayor valor agregado. Actualmente se
trabaja en el aislamiento efectivo y en el desarrollo de nuevos usos para tal volumen de deshecho en

estas industrias [Summit y Sliker, 1980].

Como se mencion6 anteriormente, la extraccion y la caracterizacion de las ligninas son procesos
dificiles de obtener [Biermann, 1996]. Pero la lignina es un producto primordial en la industria forestal,

con gran capacidad para ser utilizada aumentando su valor agregado [Britt, 1970].

Trabajos recientes han formulado adhesivos a partir de lignina y/o mezclas de la misma con el fin
de desplazar los agentes téxicos del mercado. Por ejemplo se han hecho estudios tratando a la

lignina en un medio alcalino y haciéndola reaccionar con un aldehido no téxico y no volatil como es el
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glioxal para remplazar el formaldehido [Mansouri, 2007]. Los tableros fabricados bajo esta

metodologia cubren perfectamente las normas y estandares internacionales para las especificaciones

de paneles exteriores [Mansouri, 2007].

Los mas recientes estudios de modificacién de la lignina para la produccion de nuevos materiales

compuestos son los siguientes:

1.

La polimerizacién in-situ de la lignina para producir tableros de particulas. El curado del
adhesivo a base de lignina esta basado en la polimerizacién oxidativa de la misma usando
fenoloxidasas (lacassa) como activador. Estos bioadhesivos basados en lignina pueden ser
aplicados en condiciones normales de presion. Los tableros de particulas resultantes cumplen
con las especificaciones de las normas alemanas [Argyropoulos et al., 2002].

La reaccion entre la lignina y los mondémeros de acrilato muestran que la copolimerizacion
quimico-enzimatica ofrece la posibilidad de producir copolimeros lignino-acrilatos definidos.
Este sistema permite controlar el peso molecular de los productos por la catalisis quimica.
Este es un nuevo intento para inducir enzimaticamente cadenas poliméricas en el esqueleto
de la lignina, y hacer posible la utilizacién de la lignina como parte de nuevos materiales
ingenieriles [Froass et al., 1996].

La lignina nativa o protolignina pudiera ser utilizada como adhesivo por su estructura similar al
fenol. Esto seria viable si la lignina no sufriera degradacion en su aislamiento, pero por
cualquier método utilizado (lignina kraft, lignina organosolv, y otras) se degrada, aun muy
ligeramente, por lo cual es necesario darle un tratamiento posterior y poder llegar a su
estructura fendlica. Una vez que se tiene este tratamiento, es decir su modificacién, ya sea
por reaccion de condensacion en la lignina por calor 6 acidos minerales, la lignina no llega a
ser tan eficaz como las resinas sintéticas [Pizzi, 1994]. Existen formulaciones lignina-fenol en
la fabricacion de tableros de particulas, en tableros de fibras y en tableros de madera

contrachapada.

Es conocido que las resinas derivadas de fenol-formaldehido (PF), actian de manera covalente

con la celulosa para formar los enlaces con el tejido lefioso [Drumm y Le Blanc 1972]. Actualmente

las resinas de PF son producidos en gran escala como adhesivos y como recubrimientos para

madera. Estudios quimico-cuanticos y experimentales [Hatfield y Mariel, 1987], muestran la alta
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capacidad adhesiva en resinas de PF debido a la facilidad de rotacion del grupo metileno y del

hidroxilo para la formacion de puentes de hidrégeno.

El desarrollo de los adhesivos para madera a base de ligninas modificadas, en sustitucion de PF
no se ha podido desarrollar completamente en el ambito industrial y hasta la fecha se siguen

haciendo ensayos en laboratorios y plantas piloto.

1.5.3 ANALISIS DE LIGNINAS POR MODELADO MOLECULAR

Los estudios de modelado molecular o de simulacion molecular de las ligninas y lignanos se
realizaron para su elucidacion estructural [Hammel y Moen, 1991] y para la determinacion de la
abundancia en sus diferentes tipos de enlace durante la polimerizacion [Kirk et al., 1975].
Recientemente, se ha hecho estudios sobre los precursores de la lignina para caracterizar su
reactividad intrinseca en el proceso de lignificacion [Martinez et al., 2009]. Estos muestran la
presencia de los enlaces mas favorecidos en la dimerizacion y muestran la estabilidad como
radicales libres en el proceso de lignificacion. En general, el disefio y la simulacién molecular son
necesarios para obtener polimeros y compositos con un rendimiento superior al habitual. De hecho,
estas herramientas permiten percibir el comportamiento de los elementos a unir y sus efectos en la

mezcla, ya que por medio de la simulacion se predice el mejoramiento de los productos.

Como un complemento a las técnicas experimentales, los métodos computacionales aparecen
como herramientas que ayudan a obtener nuevos datos en la descripcion de la estructura
tridimensional de la lignina y su asociacion con los componentes de la pared celular. Sin embargo,
observando la complejidad de la estructura de la lignina, parece ser necesario adoptar paso a paso

su modelado molecular.

En el ambito de la simulacién molecular, el « anclaje molecular » es un método que predice la
orientacion preferente del enlace entre dos moléculas para formar un complejo estable [Wei et al.,
18



2004]. El conocimiento de la orientacion preferente puede ser utilizado para predecir la afinidad de
asociacion o de enlace entre dos moléculas [Kitchen et al., 2004]. El anclaje molecular puede ser
abordado como la siguiente analogia de la “cerradura-llave”, donde lo interesante es encontrar la
orientacion correcta de la llave para poder abrir la cerradura. En esta metafora, un sustrato de
celulosa tendria la funcién de la cerradura y un lignano seria la llave; el anclaje molecular definira la
optimizacion del problema, describiendo la mejor orientacién del lignano unido al sustrato de celulosa
para este caso particular. El objetivo del anclaje molecular es obtener la conformacion de un lignano
sobre el sustrato de celulosa y su orientacidon relativa, de forma que la energia libre de todo el

sistema sea minima.

El anclaje molecular permite proponer un esquema de reactividad de una estructura y/o abordar
una propiedad que se desee promover. Los polimeros desarrollados por quimica computacional, en
el dominio de la teoria fisico-quimica, mejoran de los procesos de sintesis gracias a la disminucion de
tiempos de trabajo y de costos en reactivos. Ademas que la quimica computacional describe el
comportamiento del producto a nivel de estructura electronica y molecular [Pearson, 1963],

necesarios para la determinacion e interpretacion de las energias de interaccion.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo, y conseguir los objetivos especificados, se adoptd una
metodologia dividida en dos fases. Una parte tedrica, en la cual se determinaron las energias de
acoplamiento sobre un sustrato de celulosa; una segunda parte que comprende a la fase
experimental, en la cual se midid las energias de enlace en el laboratorio por el analisis termo-

mecanico (TMA). Esta metodologia se ilustra en la figura 3.

METODOLOGIA

Parte Tedrica Parte Experimental

Construccion Localizacién d
computacional de L . _ Localization e

lignanos Sintesis de lignanos lignanos en ligninas
naturales

Simulacion

malecular de Ensayos de
lignanos sobre un adhesividad

sustrato de celulosa

Comparacion y correlacion
de resultados
tedrico-experimentales
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Figura 3. Diagrama de la metodologia.

1 PARTE TEORICA

Autodock [Morris, et al. 1998] es una herramienta de modelado molecular que se utilizé en
este estudio. Este software predice la interaccidon entre una molécula pequena o también
conocido como ligando sobre una macromolécula 6 receptor. El procedimiento consiste en
encontrar la energia de interaccién entre los dos y explorar todos los grados de libertad
disponibles para el ligando. Para representar este estudio especifico, la molécula pequena esta
representada por un lignano de dos o tres unidades de acuerdo al caso y la macromolécula por
el sustrato de celulosa. Autodock mide la energia libre del sistema (lignano-substrato) para una
funcidn que esta basada en analisis de regresion lineal, con el campo de fuerza AMBER (siglas
en inglés de Assisted Model Building with Energy Refinement) [Cornell et al, 1995], y una gran

base de datos de complejos proteina-ligando con constantes conocidas.

El estudio tedrico fue realizado con el software Autodock version 4.2 de licencia gratuita
[Morris et al., 2009] mientras que la visualizacion fue efectuada con MGL TOOLS, version 1.5.4
[Sanner, 1999]. La construccidon de los lignanos fue realizado con ADC/ChemSketch version

12.0 en ambiente Linux.

I.1.1 SIMULACION MOLECULAR

La mayoria de los estudios tedricos sufren una comparacion critica y extensiva contra los

datos experimentales obtenidos para la caracterizacion de una estructura [Elder et al. 1988].
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Generalmente los datos adquiridos experimentalmente corresponden a la conformacion
congelada de un sodlido cristalino o al promedio de la conformaciéon caracteristica de una
solucion [Faulon y Hatcher, 1994]. Los datos de la difraccion de cristales provienen
ambiguamente de coordenadas atomicas de una conformacion congelada [Houtman y Atalla,
1995].

La interpretacion de los datos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) generalmente es
dificil y requiere de ayuda del modelado molecular, ya que la conformacion promedio
directamente extraida de los datos de RMN pudiera no tener significancia fisica. Por lo tanto,
como complemento a los datos experimentales; el modelado molecular, da una imagen
exhaustiva y estadistica de las preferencias conformacionales para definir la mejor familia de

conformeros de la estructura en consideracion [Simon y Eriksson, 1998].

Los calculos de Autodock comprenden tres etapas:

(1) etapa de preparacion para el sustrato y el lignano, donde hay informacién de atomos de
hidrogenos polares, los cuales comprenden cargas parciales atdmicas y de tipos de atomos,

pero también de grados de libertad en los enlaces de torsion;

(2) calculo en las propiedades atomicas, la cual es una evaluacion de energia rapida que se

realiza por el calculo de las afinidades atomicas para cada atomo del lignano;

(3) el anclaje o acoplamiento molecular, el cual mide la energia libre por métodos semi-
empiricos que son técnicas de resolucion de sistemas con muchos electrones con la ecuacion
de Schrddinger [Serway et al., 2004] y que utiliza base de datos que se ajustan sobre los
resultados experimentales con el fin de simplificar los calculos. La dificultad de los célculos es

debido a las integrales bioelectronicas para la resolucion del proceso.

Autodock utiliza los datos de calculos semi-empiricos para evaluar el campo de fuerza
electrostatico durante las simulaciones moleculares. El campo de fuerza molecular esta
parametrizado utilizando un gran numero de complejo proteina-inhibidor con constantes K,

conocidas [Morris et al., 2007].
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La evaluacién del campo de fuerza electrostatico se efectia en dos etapas. El principio, el
lignano y el sustrato se encuentran en una posicién alejada. En la primera etapa, la energia
intermolecular evalua la transicién del estado alejado hasta que llega al estado donde las dos
moléculas estan unidas. La segunda etapa estima entonces las energias moleculares entre el

lignano y el sustrato, por lo tanto también sus conformaciones.

El campo de fuerza electrostatico incluye seis evaluaciones (V) que corresponden a la
posicion relativa del lignano-sustrato; y una estimacion de la entropia perdida en el enlace de los

conformeros ( ASconf), COMO se expresa en la formula (1).
AG = (Vbound b Vunbound tt ) + (Vbound PP Vbound PP ) + (Vbound Pl Vunbound i + ASconf ) (1)

Donde L es el "lignano" y P es el "sustrato" para el calculo especifico. Cada término de
energia incluye las evaluaciones de dispersion/repulsion, el puente de hidrégeno, la energia

electrostatica y de solvatacion:

V = Wagw Z[(Ar;')- (Bifri®)] + Whpona ZE(®)[(Cif/ri')- (Difry™)] + WeieoZ[aia/e(ri)ri] +
z (rf/207) L
Wso@(SiVj + SJ'Vi) e (2)

Las constantes W estan basadas en un grupo de constantes determinadas
experimentalmente. El primer término es un potencial electrostatico tipico 6/12 para las
interacciones de atraccion y repulsiéon. Los parametros estan basados en el campo de fuerza de
AMBER.
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La segunda expresion es un término direccional de puentes de hidrogeno basado sobre un
potencial electrostatico 10/12 [Wei et al., 2004]. Los parametros C y D son asignados para dar
una maxima exactitud de calculo de 5 kcal/mol a 1.9 A para los puentes de hidrégeno con el
oxigeno y el nitrogeno, y también con una exactitud de 1 kcal/mol a 2.5 A para los puentes de
hidrogeno con el azufre. La funcién E (t) provee la geometria direccional basada sobre el angulo

(t) de un puente de hidrogeno.

El tercer término representa el campo eléctrico para las cargas electrostaticas. Esta
expresion es un potencial de solvatacién que se basa en el volumen (V), que ocupan los atomos
y en el potencial electrostatico de un atomo dado, rodeado por el solvente se mide por el
parametro de solvatacién (S) y el término del potencial con el factor de la masa molecular,
6=3.5 A [Huey, et al. 2004].

Para explicar la nomenclatura empleada en el analisis de las ligninas se utilizé unidades de
lignina y/o partes monoméricas de la misma: La fraccion tipo H (fraccion fenilo); fraccion tipo G,
(fraccidn 4-hidroxi-3-metoxifenilo); y fraccién tipo GS (fraccion 4-hidroxi-3,5 dimetoxifenilo). Por
ejemplo, el trimero G_B0O4_G_BB_G tiene dos unidades de fraccion tipo G que son enlazadas por
enlace tipo B-O-4 y el tercer monémero enlazado con enlace tipo pB-B. Este enlace esta

representado en la figura 4.

HO

OCH,

OH

Figura 4. Representacion del enlace G_04_G_BB_G

24



25



1.2 PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental se realizé siguiendo dos estrategias para la obtenciéon de los lignanos.
Primeramente, se trabajé en la obtencion de los lignanos a partir de dos de los tres precursores
mas abundantes en la lignina y se procedioé a separarlos. Como segunda estrategia se localizaron
lignanos de dos y tres unidades en ligninas de diferente procedencia. Posteriormente se midio la

resistencia adhesiva de estas estructuras sobre una capa de celulosa.

I.2.1 LIGNANOS SINTETICOS

Los reactivos utilizados para la reaccion de polimerizacion son los siguientes: alcohol coniferilico
[(4-hidroxi-3-metoxifenilo) sélido incoloro, PM 210.226 gr/mol, punto de fusién 61-65°]; alcohol
sinapilico [(4-hidroxi-3,5 dimetoxifenilo), PM 180.20 gr/mol, punto de fusién 74°], acetato de cobre II,
monohidratado (98+%), acetato de manganeso Ill, di-hidratado (97%) y el buffer borax
(Na2B407.10H20) que se obtuvieron de la compafiia Aldrich Chemical.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN-"H) fueron analizados a 400.17
MHz con la ayuda de un espectrometro BRUKER Avance400. La sefial se acumulo 32 veces. El
angulo de pulso fue de 90°, mientras que el tiempo de retencion fue de 6.4 us, 4 sy 10 s. El tiempo
de retencién fue suficientemente largo para atenuar los efectos de relajacidon del espin buscado de
los protones en la molécula. Se utilizd acetona deuterada para disolver la muestra y para calibrar el

espectro.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono (RMN-'°C) fueron analizados a
100.6 MHz con la ayuda de un espectrometro BRUKER Avance400. La sefial se acumulé 12000
veces. El angulo de pulso fue de 90°, mientras que el tiempo de retencion fue de 7.3 us, 1.4 sy 2 s.

Se utilizd acetona deuterada para disolver la muestra y para calibrar el espectro.



Para las separaciones cromatograficas se utilizaron cromatofolios de Silicagel 60 F230,
utilizando como fase movil diclorometano-metanol en diferentes proporciones y luz ultravioleta (UV)

como revelador.

11.2.1.1 REACCION DE SINTESIS

La reaccion de polimerizacion comenzo a partir de monolignoles con cantidades equimolares de
dos monolignoles precursores de la lignina (0.14 mmol), con la finalidad de promover la formacién
igual y combinada de alcohol coniferilico y alcohol sinapilico en dimeros y trimeros. La reaccién fue
realizada a 100° C con acetato de cobre [Cu(OAc),] en un buffer de boro (a pH 9.2) bajo atmdsfera
de nitrégeno hasta cambio de color (naranja a verde). Posteriormente las sales de cobre fueron
eliminadas por filtracion. Después, se adiciond acido acético 6 HCI 1M hasta obtener un pH 5, se
lavd con acetato de etilo y se obtuvo una suspension lechosa. Posteriormente el producto se seco
con sulfato de magnesio. En seguida, se adicion6 metanol para después concentrar hasta obtener
una miel amarilla con un rendimiento aproximado del 40% en peso. En la figura 5, se observa el la
reaccion de sintesis descrita anteriormente asi como algunas fotografias de este mismo

procedimiento.
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WE L L LN | ™ 100°C
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OGH
HO

e
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Figura 5. Sintesis de los lignanos.



Esta miel de coloracion amarilla 6 crudo de reaccion, se proceso por la técnica de cromatografia
de capa fina (CCF, en ingles TLC para Thin layer chromatography) [Landucci, et al, 1995], con el fin
de separar los componentes (CCF analitica), y purificarlos (CCF preparativa). La cromatografia de
capa fina es un método fisico de separacion de mezclas en sus componentes; el cual esta basado
en la afinidad a las diferentes sustancias. Este método se define como la separaciéon de una mezcla
de dos 0 mas compuestos por distribucion entre dos fases, una de las cuales es estacionaria y la
otra una fase movil. Varios tipos de cromatografia son posibles, dependiendo de la naturaleza de
las dos fases involucradas: solido-liquido (capa fina, papel o columna), liquido-liquido y gases-

liquido (fase vapor).

Todas las técnicas cromatograficas dependen de la distribucién de los componentes de la
mezcla entre dos fases inmiscibles: una fase movil, llamada también activa, que transporta las
sustancias que se separan y que progresa en relacién con la otra, denominada fase estacionaria.
La fase movil puede ser un liquido o un gas y la estacionaria puede ser un sélido o un liquido.
Todos los sdlidos finamente pulverizados tienen el poder de adsorber en mayor o menor grado
otras sustancias sobre su superficie; y, similarmente, todas las sustancias pueden ser adsorbidas,
unas con mas facilidad que otras. Este fendmeno de adsorcién selectiva es el principio fundamental

de la cromatografia [Antonot, 1998].

Cada componente migra a una cierto altura caracteristica de la sustancia buscada, llamada

retencién frontal (Rf):

Altura total de la mancha

Altura total del solvente (3)

Donde Rf es un valor adimensional obtenido del cociente de la distancia que recorre la muestra
sobre la distancia total que recorre el disolvente. El valor de Rf depende de las condiciones en las
cuales se corre la muestra (tipo de adsorbente, disolvente, asi como las condiciones de la placa,
temperatura y vapor de saturacién). Cada mancha corresponde a un componente que se identifica
por comparacion con su Rf caracteristico de esa sustancia o con estandares. Una sustancia migra a

la misma altura en condiciones idénticas de operacion por lo tanto mismo valor de Rf.



Después de la identificacion y separacion de los lignanos se procedio a su analisis y verificacion
por espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN-'"H y RMN-"2C). La aplicacién de la
RMN al analisis estructural se basa principalmente en las correlaciones empiricas de las estructuras
con los desplazamientos quimicos observados y con las constantes de acoplamiento. Se utilizan
tablas para predecir las posiciones de las lineas de resonancia de un compuesto especifico por
analizar. Tales predicciones se comparan con los resultados obtenidos en el espectro de la
muestra. Reciprocamente puede buscarse informacion o consultar espectros publicados y captar

sefales correspondientes que coincidan con las posiciones observadas en el espectro.



I.2.2 LIGNINAS NATURALES

El analisis de este estudio se realizd en cuatro ligninas naturales procedentes de diferentes
tratamientos con las siguientes especificaciones: (Ln_inde) Protobind 100SA.140 Lignina de la
India, donada por Granit ® Lignin; (Ln_miscantus) lignina miscantus, obtenida por el proceso
organosolv; (Ln_inde_depo) lignina de la India que fue depolimerizada y (Ln_CO2) LN-T-CO2-1
lignina, donada por el organismo FCBA obtenida del proceso kraft (licor negro), respectivamente
como se muestran en la figura 6. En la misma figura, la imagen izquierda muestra las ligninas en
polvo tal como se obtienen del proceso, en la imagen derecha se muestra las ligninas disueltas, es

decir a pH 12.

Figura 6. Ligninas de origen natural.

Los espectros de MALDI-TOF resultado del andlisis en las ligninas naturales fueron realizados
en un equipo Kratos Kompact MALDI 4, Shimadzu Corporation, en Alemania. La fuente de
irradiacion fue un laser de nitrdgeno con una longitud de onda de 337 nm. Las medidas fueron
llevadas a las siguientes condiciones: una polaridad positiva, un patrén de laser lineal, una
aceleracién de voltaje de 20 kv y un pulso de 100 a 150 por espectro. La técnica de retencién fue
con un tiempo de 200-800 ns. Los picos de masa molecular corresponden a la masa molecular mas

el Na (de abundancia natural). La figura 7 muestra las fotografia del equipo.



Figura 7. Equipo de MALDI-TOF.

Los resultados de Analisis Termo-Mecanico fueron obtenidos por el Analizador Termomecanico.
Tipo TC15. METTLER TOLEDO. Con el software de adquisicion STAR® versiéon 6.10 1990, presente
en la figura 8, el equipo en conexion y una ligera ampliacion del analizador de izquierda a derecha

respectivamente.

Figura 8. Analizador Termomecanico (TMA)



1.2.2.1 LOCALIZACION DE LIGNANOS POR ESPECTROMETRIA DE
MALDI-TOF

Para la localizacion de dimeros y trimeros principales de las ligninas naturales, se utilizé la

técnica MALDI-TOF. El principio de funcionamiento de esta técnica, se representa en la figura 9.

LASER

MUESTRA DETECTOR

TIEMPO

TIEMPO DE DESPLAZAMIENTO PESO MOLECULAR
_—

Figura 9. Principio de MALDI-TOF.

Los iones de la estructura problema se separan en el tubo de desplazamiento donde los
pequenos iones atravesaran mas rapidamente llegando primero al detector y los de gran tamano
llegaran después dado asi, a conocer la estructura de la estructura por peso molecular. El laser de
desorcion-ionisacion asistido por matriz (en inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonisation 6
MALDI) es una técnica de ionizacién, donde se utiliza la espectrometria de masas, permitiendo el

analisis de biomoléculas (los biopolimeros como las proteinas, los péptidos y los azucares) y las



macromoléculas organicas (como los polimeros, los dendrimeros y otras macromoléculas) que
suelen ser fragiles y se fragmentan al ser ionizadas. La ionizacion es provocada por un as de luz
(laser). Se utilizé una matriz para proteger la biomolécula de la destruccion por el as directo y

facilitar la vaporizacion y la ionizacion.

El tiempo de retencién 6 la velocidad de desplazamiento de los iones dentro del tubo MALDI
permite la determinacion de la masa molecular para la cual; el tiempo de desplazamiento es
proporcional a la velocidad y aceleracion de los iones, el cual es igualmente proporcional a la masa

molecular. La medicion es calibrada por estandares de masas conocidas [Onnerfjord, 1996].

Para la preparacion de la muestra se utilizé el método de gota. Las soluciones acuosas de
lignina se prepararon en acetona (4 mg/mL, 50/50 en volumen). Esta solucion se mezcld con otra
solucion de acetona (10 mg/ml en acetona) sobre la matriz. Como la naturaleza de la matriz fue de
acido benzoico 2,5-dihydroxil, se pueden encontrar iones de NaCl dentro de la matriz. Una vez
tenidas las soluciones se mezclaron la matriz y la muestra, ambas en solucion con las siguientes
proporciones: 3 partes de solucion matriz, 3 partes de solucién del polimero y 1 parte de solucion de
NaCl. En seguida de 0.5 a 1 y L de esta solucidn resultante se coloco sobre la placa en el equipo
del MALDI. Después de la evaporacion del solvente, la placa del MALDI se introdujo en el

espectrometro.

Para el analisis de MALDI, se utilizé la siguiente simbologia: por ejemplo la lignina Ln_CO2 tiene
los picos 113 y 181 Da. Las fracciones Heraction Y GSrracTion COrresponden a los fragmentos de un
monomero de tipo H y de un mondémero de tipo GS respectivamente, donde los valores calculados
de masa molecular son 93+23 (Na +) Da = 117 Da y 152+23 (Na +) Da = 181 Da. Estos valores
corresponden a los picos 113 y 181 del espectro de MALDI (estructuras | y Il de la figura 10).

HsCO OCH,
OH OH




Figura 10. Estructura de dos fragmentos de lignina.

De la misma manera un ejemplo de dimero H+GS (376-378 Da) corresponde a 360+23 (Na +)
Da = 383 Da y a la estructura lll en la figura 11. Donde la unidad tipo H y tipo GS puede ser unida
con el enlace mas comun B-O-4 o con otro tipo de enlace [Fengel y Wegener, 1984]. De la misma
manera es el caso del dimero indicado como G+GSgraction €ON su pico en 360 Da y su masa

molecular calculada de 337 + 23 (Na +) Da = 356 Da que corresponde a la estructura IV mostrada

gf%sx 5@

1 vV

en la misma figura 11.

Figura 11. Estructura de dos dimeros en la lignina.



I.2.3 ENSAYO DE ADHESIVIDAD

En la elaboracién de las probetas para los ensayos TMA, se utilizé celulosa comercial con un
gramaje de 89.62 g/m? a un porcentaje de humedad del 1.53 % determinados por los métodos
convencionales. Las dimensiones de las probetas fueron de 14.5 X 5.5 mm, medidas especificas

para el equipo y con una variacion en el espesor de 0.17 a 0.19 mm.

Las probetas fueron impregnadas por inmersion con lignina en solucion a 42 % de sélidos y a un

pH de 12. Posteriormente las probetas fueron secadas en estufa a 36°C por 24 horas.

El corte y la colocacion de la probeta en el dispositivo de medicion a tensién lo muestra la figura
12. La medicion de las muestras fue por triplicado en sentido longitudinal sostenida por los dos

extremos con dos pequenas pinzas.

Colocacién de la probeta en el dispositivo a
tension

Corte

Figura 12. Preparacion de la muestra y colocacion.



El Analisis Termo-Mecéanico (TMA) mide de forma precisa los cambios dimensionales de una
muestra en funcién de la temperatura, del tiempo y de la fuerza constante aplicada [Toledo, 1990],

principio de funcionamiento que se representa en la figura 13.

Soporte de la probeta

Soporte de cuarzo

Captador de

Dispositivo 4‘—‘ ﬂ [m-
magnéfico

Figura 13. Esquema del principio de funcionamiento del TMA.

En nuestro caso de estudio, se aplicd una fuerza oscilante entre 0,1 y 0,5 N sobre la probeta de
celulosa por un periodo de 12 segundos (6s y 6s). La probeta elevd su temperatura gradualmente

de 10°C/min comenzando en 25°C hasta llegar a 250 °C.

El método de tension clasico, utilizado en el analisis de adhesivos para madera, consiste en
determinar el médulo de Young (E) de un material a partir de curvas de deflexion que son obtenidas
en funcion de la temperatura. Otro método también muy utilizado es la aplicacién de la férmula

directamente en base a los desplazamientos obtenidos en la medicion.



El segundo método, antes descrito fue utilizado en este trabajo aplicado la siguiente férmula en

la determinacién del modulo de Young:

E = AF Lo/ (A AL) (4)

Donde:
E: Médulo de Young esta expresado en MPa (1MPa = 1N/mm?)
AF: Es la diferencia entre las dos fuerzas aplicadas expresadas en N, entonces 0,4 N
Lo: es la longitud solicitada en tension logitudinal expresada en mm, es 14,5 mm
A: es la superficie de la probeta, en este caso 5,5 x espesor (mm?)

AL: es la deflexion medida (mm)

A partir de esta presentacion grafica del médulo de Young en funcién de la temperatura, se
determiné la fuerza maxima para cada una de las ligninas en comparacion a una referencia, para

este caso en particular se utilizé papel sin lignina.



CAPITULO lll. RESULTADOS Y DISCUSION

.1 SIMULACION MOLECULAR

En la simulacion molecular las energias mas negativas significan un mayor acoplamiento en
el sistema. Los resultados de las energias de acoplamiento se presentan en la tabla 3. Donde se
observa claramente que una molécula con una masa molecular mayor presenta un valor mas
alto valor en la energia de acoplamiento. Un trimero, por ejemplo presenta mayor energia de

acoplamiento que un dimero.

También se puede observar que el tipo de enlace tiene influencia en el valor de la energia:
por ejemplo, el dimero compuesto por dos unidades tipo G, presenta energias de acoplamiento
en orden decreciente para los enlaces pO4, a-B, -5 y BB, respectivamente. Lo mismo sucede

para la estructura compuesta por dos unidades tipo GS.

Tabla 3. Resultados de la energia de acoplamiento.

Lignano ADT 42 (Kcal/mol)
G pO4 _GS pBp_GS po4 G -10,21
GS_B0O4_GS_BP_GS -9,67
G_P5_G_yB_GS -9,32
G_pO4_GS_PP_GS -9,28
G_B0O4_GS_B5_G -9,24
G B5 G B G -8,91
G_pO4_G_B5_G -8,85
GS_poO4_G -8,71
GS_BO4_GS -8,32
G_p0O4_G -8,05
G _BB_GS -7,69
G_ap_G -7,63
G_p0O4_GS -7,58
GS B5 G -7,55
G_yB_G -7,50
GS_af_GS -7,30
G pB5 G -7,10
G_BP_G -7,08

GS_BB_GS -5,70




La figura 14 muestra las etapas del proceso de acoplamiento de un trimero sobre la
superficie de celulosa cristalina. La figura 14 (a) y (b) muestra la posicién inicial del lignano con
respecto a la celulosa cristalina, donde esta distancia de interaccion entre las dos estructuras es
muy pequena y se considera sin importancia, por lo cual se toma como referencia de estado
inicial. Después, en el proceso de acoplamiento, el lignano se aproximé a la superficie de
celulosa y éste cambid su conformacién para adaptarse a la superficie de celulosa y reducir al
minimo la energia total del sistema, mostrada en la figura 14 (c), donde también muestra la
posicion final del trimero con respecto al bloque de celulosa cristalina y los puentes de hidrogeno
que se generan en el enlace, representados por puntos amarillos. Finalmente la figura 14 (d)

presenta la vista de perspectiva en sélido de este acoplamiento.

Figura 14. Simulacion molecular: (a) Etapa de preparacion, (b) Calculo de las

propiedades atémicas, (c) y (d)acoplamiento molecular.

La figura 15 muestra una ampliaciéon del trimero sobre la superficie de celulosa en su
posicion mas favorable por el acoplamiento estructural y los puentes de hidrogeno que

intervienen en el enlace (representado por puntos amarillos).



Figura 15. Posicion final de acoplamiento de un trimero.



.2 SINTESIS DE LIGNANOS

El resultado de la sintesis fue un crudo de reaccidon consistencia miel de coloracion amarilla,
con un rendimiento aproximado del 40% en peso. Esta mezcla de compuestos se hizo correr
sobre CCF analitica para elucidar la cantidad de estructuras presentes. Los dimeros y trimeros
localizados se muestran en la figura 16, con base a sus Rfs obtenidos por medicion vy

comparacion con la referencia publicada por Landucci [Landucci, 1995].

GS_pp GBS
05 |G pp G

04 | T-PPG G_BO4_GS_Rp_GS
GES_BO4_GS_BR_GH

0,3 1
GRS G
0,2 +
¥
on 1 GBS GYh G

Figura 16. Productos de polimerizacion.

Posteriormente, se hizo una comparacion de estos valores con los resultados del
acoplamiento molecular que se obtuvieron para las mismas estructuras. Los lignanos localizados
por este método estan en la tabla 4, donde se muestra la siguiente relacion: Una molécula con
un valor mayor de Rf presenta menor fuerza de adhesion a la placa, por consecuencia menor
energia de enlace. Esta tendencia que se observa ligeramente con sus valores obtenidos por
acoplamiento molecular. Recordando que la afinidad adherente en las moléculas siempre
dependera del sustrato en estudio. Esta misma relacion, ya se ha utilizado para estructuras de

PF [Freeman, 1954], en las cuales esta tenencia se mantiene.

Para dimeros de PF orto y para, existe una correlacion porcentual de los resultados
obtenidos por CCF de papel y mecanica molecular [Pizzi y Sousa, 1992]. En nuestro caso, no

hay una clara correlacién de porcentaje entre las dos técnicas usadas, pero se sigue observando



que entre los dos tipos de enlace predominante (-5 y B-B), el enlace tipo -5 presenta

energia de adhesion, cuando éste se presenta tanto en dimeros como en trimeros.

Tabla 4. Correlacién entre los valores de Rfs y las energias tedricas calculadas.

mayor

ADT 42 LIGNANO
RFs
(Kcal/mol) Denominacion Estructura
0,1628 -8,91 G B5 G B G
OH
|
OCH,
0,2519 -7,10 G B5 G Ho
OCH;
OH
-9,28 G_BO4_GS_BP_GS
0,39 HoCO ,
-9,67 GS_BO4_GS_PP_GS e (e
_7!08 G_BB_G HO oc HO HO
H OCHy,co OCH;y
-7,69 G BB_GS O O
0,59 T 52 5
-5,70 GS_BB_GS
ko OCHy,co O OCH,

OH OH




Una vez ubicados por CCF analitica, se prosiguid a separarlos bajo el mismo método
cromatografico y usando CCF preparativa. Se obtuvieron 2 fracciones, las cuales presentaron
tener una consistencia de miel, color amarillo en dos diferentes tonalidades. Estas fracciones se
enviaron al analisis de resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono (RMN-"H y RMN-
13C).

El espectro de RMN-'H a 400.17 (figura 17) mostré la presencia de los siguientes

compuestos aromaticos:

Figura 17. Productos de sintesis (a y b).



Las sefales del espectro (figura 18) muestra las sefiales caracteristicas del compuesto (a):
un tri-sustituido con sefal doble en 6.9 ppm J=8.1Hz; doblete en 7.2 ppm J=1.9 Hz y 8.2 Hz;
doblete en 7.38 ppm J=1.9 Hz. Se observa la presencia de grupos metoxilos (O-CH3) en 3.9

ppm también como un doble enlace sustituido por un aldehido en 9.6 ppm.
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Figura 18. Espectro de RMN-"H de los productos (a) y (b).

Este mismo espectro (figura 18) muestra la presencia de otro producto aromatico (b) que
posee un aldehido bajo un singulete (9.8 ppm) asi como un protén aromatico de integracion

2en7.23 ppm.



El espectro de RMN-"C (figura 19) de las muestras presentan sefiales de solvente en
216.2 ppm (singulete, CO) y 29.8 ppm (septuplete, CD3-CO) dos partes distintivas como en

los casos de los espectros de los protones. En la parte alifatica presentd 4 sefales y parte

aromatica sobre 110-160 ppm se observa ciertas fracciones de protones aromaticos.

acetone acetone
MSM4
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Figura 19. Espectro de RMN-"°C de los productos (a) y (b).



Un tercer componente (c), representado en la figura 20, se detecto por el espectro de
RMN-'H (figura 21) donde muestra su presencia como un componente aromatico
trisubstituido (protones con doblete en 7 ppm J=8.1Hz; dos protones superpuestos en
7.46 ppm). Uno de los sustituyentes es un aldehido (9.82 ppm), otro es un metéxilo en

3.62 ppm, el ultimo sustituyente es un hidroxilo (sefial grande en 8.8 ppm).
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Figura 21. Espectro de RMN-"H del producto (c).
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El espectro de RMN-"°C (figura 22) presenta sefiales de solvente en 216.2 ppm
(singulete, CO) y 29.8 ppm (multiplete, CD3-CH,0) dos partes distintivas como en los casos

anteriores. En la parte alifatica present6é una sefale y parte aromatica sobre 100 -160 ppm

se observa ciertas fracciones de protones aromaticos.

acetone acetone
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Figura 22. Espectro de RMN-"2C del producto (c).

De acuerdo con los resultados de RMN-"H y ™®C, es evidente que los productos aislados
no son los esperados. Se sospecha que los productos obtenidos en el crudo de reaccion, no

fueron correctamente separados 6 sufrieron una degradacion durante este proceso.



.3 LIGNINAS NATURALES

La segunda estrategia fue la localizacion de los lignanos en ligninas naturales por
espectrometria de MALDI-TOF. Para su analisis, se hicieron una lista de todos los posibles
dimeros y trimeros presentes en las ligninas (Anexo 1), después se localizaron por su masa
molecular (Anexo 2), con la interpretacion de sus picos y determinando su frecuencia relativa en

la mezcla.

Por espectrometria de MALDI se ubicaron las estructuras en base a su peso molecular, ya
que éste es un buen indicador del grado de polimerizacion (GP). El analisis de la composicion de
las ligninas por MALDI-TOF (Anexo 3a al 3d) fue hecho en el intervalo 200-750 Da, el cual indica
que las ligninas utilizadas tienen una masa molecular baja, por lo que estan compuestas casi
exclusivamente de dimeros y trimeros. En la figura 23 se muestra la composicion de todos los
lignanos que estan presentes en las ligninas ademas de la parte que no se pudo determinar ya

que no se pudo asociar ningun valor para lignanos.

La lignina con mayor porcentaje de determinacion fue Ln_CO2 con un 88.95%, mientras que
la lignina con menor porcentaje fue la lignina Ln_inde con 44.43%. La Ln_inde_depol a pesar de
sufrir un proceso de depolimerizacion, para garantizar que su estructura tuviera moléculas de
bajo peso molecular, se obtuvo solamente el 65.18% y en el caso de Ln_miscantus se determin6
un 66.07%. Es casi imposible determinar la totalidad de estas mezclas ya que son subproductos
que contienen gran proporcion de otras sustancias ajenas provenientes del proceso de

obtencion.
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Figura 23. Composicion de las ligninas tratadas.




De acuerdo al calculo de la masa molecular, es claramente posible identificar en las
ligninas, cual de los compuestos presentes es un dimero y cual es un trimero o cuales
podrian ser fragmentos. Pero no es posible definir cual es el tipo de enlace con el que

estan enlazadas estas unidades.

La tabla 5 muestra los porcentajes de dimeros y trimeros que fueron identificados por
los espectros de MALDI-TOF (Anexo 3a al 3d) y que corresponden a los lignanos

estudiados por simulacion molecular.

Tabla 5. Proporcion de lignanos en cada una de las ligninas.

Dimero/trimero Ln_inde Ln_miscantus Ln_CO2 Ln_inde_depol

G_BO4_GS_PB_GS  6.65% - 7.51% -
G_BB_G 6.64% - - -
GS_BO4_GS _BB_GS  4.66% - 6.16% -
G P04 GS B5. G 5.39% - 2.71% -

G_BO4_GS - 6.21% - 1.69%

GS_BO4_GS - 5.69% - 1.55%

G YB_G - 2.11% 4.93% 5.06%
GS_of_GS - 2.65% - -
G_BO4_G - 2.51% 6.16% -
G_BO4_GS_BP_GS - 2.38% - -

G_of_G - - 3.08% 2.53%
G_B5_G_yB_GS - - 2.37% -
G_BO4_ G _B5 G - - 2.37% -

23.34% 21.54% 35.30% 10.83%



Con estos resultados tan variables en porcentaje, pero sobre todo por los diferentes
lignanos identificados, es muy dificil llegar a una comparacién directa. Como es el caso de
Ln_inde y Ln_miscantus, donde se obtuvo aproximadamente el mismo porcentaje de

elucidacion estructural pero se tienen estructuras diferentes.

Una vez localizadas se prosiguié a medir su capacidad adherente sobre una hoja de
celulosa mediante el ensayo a tension por el Analisis Termo-Mecanico (TMA). La figura 24
muestra las curvas de alargamiento en funcion de la temperatura obtenida en el ensayo de
tension por TMA. En esta grafica se puede observar claramente la resistencia que
presenta cada lignina cuando se aplica una fuerza constante conforme pasa el tiempo y se

incrementa gradualmente la temperatura.
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Figura 24. Grafica de tension para las diferentes ligninas por TMA.

Para obtener los valores de resistencia a tension de cada una de las ligninas fue
necesario aplicar la formula del médulo de Young. Los resultados se presentan en la tabla

6 como valores de Mddulo de Elasticidad (MOE) y expresados en MPa.



Los resultados en Médulo de Young de las tres ligninas muestran que la lignina
Ln_inde es la mas resistente, sin importar el contenido de soélidos al que esté la solucion
(tabla 6). Esta situacion posiblemente se deba a que la Ln_inde es un material ligeramente
procesado en comparacion con las otras ligninas. Esto favorece que tenga un grado de

polimerizacién alto (GP), es decir cadenas de lignina con alto peso molecular.

Tabla 6. Médulo de Young a diferentes contenido de sdlidos.

Médulo de Incremento
Young en el
(MPa) Modulo de
Young
estandar 0,8 -
Ln_CO2 2,01 151%
)
42% Ln_inde_depol 2,63 228%
solidos
Ln-miscantus 3,33 317%
Ln_inde 4.5 463%
Ln_CO2 1,22 53%
229, Ln_inde_depol 1,71 114%
solidos Ln-miscantus 1,84 130%
Ln_inde 3,8 375%
Ln_CO2 1,76 120%
15% Ln_inde_depol 1,84 129%
solidos |y miscantus 1,92 140%
Ln_inde 2,6 225%
Ln_CO2 1 25%
11% Ln_inde_depol 1,48 85%
solidos | miscantus 1,73 117%

Ln_inde 2,48 210%




En el caso de la Ln_miscantus y Ln_inde_dep, se obtuvo un porcentaje
aproximadamente igual, es decir 66.075 y 65.18%, respectivamente. Por lo cual, se podria
hacer una comparacion sobre la resistencia total de la mezcla tomando en cuenta su
constitucion. En la primera, Ln_miscantus, se identificaron 21 dimeros y 4 trimeros; en la
segunda, Ln_inde_dep, 14 dimeros y 5 trimeros, por lo que la resistencia de Ln_miscatus
se le asocia a los dimeros; siendo ésta mas resistente que la Ln_inde_dep, de acuerdo a
los resultados experimentales. La lignina Ln_CO2, muestra ser la menos resistente en
este ensayo, probablemente se deba a la abundancia relativa de dimeros con respecto a

la de trimeros en esta mezcla.



.4 CORRELACION DE RESULTADOS

Como sélo se estudiaron ligninas de bajo peso molecular,

se encontraron

exclusivamente dimeros y trimeros. Mientras que no es necesario calcular la energia

tedrica adherente para todos los dimeros ni trimeros que se localizaron en los espectros

de MALDI-TOF, ya que los resultados de la tabla 7 y de la figura 25 indican que si el

célculo de interaccion es de 20% o mas de la masa de dimeros y trimeros, entonces

estos corresponden bien a las tendencias de la capacidad adhesiva que se obtuvieron

por los ensayos experimentales.

Tabla 7. Energia de enlace de los componentes de las ligninas tratadas.

Ln_inde Ln_miscantus Ln_CO2 Ln_inde_depol
Dimero/Trimero
(Kcalc/)r:\ol) MOE (Kcalc/):nol) MOE (Kcalc/’ToI) MOE (Kcalcl)r:\ol) MOE
por (MPA) por (mPA) por (mPA) por  (mPA)
composicion composicion composicion composicion
G_BO4_GS_BPB_GS -61.71 0.2993 -69.79 0.1512
G_BB_G -47.01 0.2988
GS_p04_GS_PB_GS -45.06 0.2097 -59.57 0.1238
G_B0O4_GS_B5_G -49.80 0.2426 -25.04 0.0545
G_PO4_GS -47.07 0.2068 -12.81 0.0444
GS_PB04_GS -47.26 0.1891 -12.90 0.0408
G_yB_G -15.83 0.0703 -36.98 0.0991 -37.95 0.1331
GS_aB_GS -19.35 0.0882
G_B0O4_G -20.21 0.0836 -49.59 0.1238
G_BO4_GS_BPB_GS -22.09 0.0793
G_oB_G -23.50 0.0619 -19.30 0.0665
G_PB5_G_yB_GS -22.09 0.0476
G_B0O4_G_B5_G -20.97 0.0476
Energia total -203.59 1.0503 -171.79 0.7173 -307.52 0.7095 -82.96 0.2848
Porcentaje total 23.34% 21.54% 35.29% 10.83%




De acuerdo a los resultados de la tabla 7, se puede observar facilmente en Ln_inde y
Ln_miscantus, las cuales tienen aproximadamente el mismo porcentaje caracterizado, que
la energia tedrica calculada sigue la misma tendencia de aumento 6 disminucién que los
valores de los resultados experimentales. Un caso similar lo presenta Ln_inde_dep, auque
solo tenga un 10% de lignanos caracterizados. Esta tendencia no se presenta en Ln_CO2,
la cual resulta ser la mas débil de las 4 ligninas estudiadas por ensayos experimentales,
algo que no se esperaba por los resultados tedricos. A pesar de ser la lignina que tuvo
mayor numero de estructuras identificadas, la abundancia relativa es la que caracteristica

que predomina en la resistencia adhesiva.
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Figura 25. La correlacion de la fuerza experimental y de la simulacion molecular.

La figura 25 muestra los resultados de la resistencia a tension (MOE) de las ligninas
expresadas en mega pascales (MPa) y los resultados tedricos calculados por simulacién

molecular expresados en kilocalorias por mol (Kcal/mol).



Los coeficientes de correlacién R? entre los valores tedricamente calculados y los
valores experimentales para los lignanos son excelentes: 0.95, 0.97 y 0.998 para Ln_CO2,
Ln_miscantus y Ln_inde_depol, respectivamente. Este coeficiente de correlacion indica
que la energia de interaccion de los lignanos, que no se conocen, debieran presentar la
misma tendencia que los que constituyen desde un 10% hasta un 35 % de masa en la
muestra, ya que son los que efectivamente se utilizaron en la correlacion de los resultados

tedricos y experimentales.

En el caso de la lignina Ln_indie, la cual presento la mayor resistencia en la prueba de
TMA, presenta el mas alto valor de MOE lo que significa que es la lignina mas resistente a
la tensién de las cuatro estudiadas y aunque su coeficiente de correlacion es muy pobre e
insuficiente para explicar el fendmeno de correlacion entre los datos tedrico-experimental,
sus resultados de los lignanos localizados siguen esta tendencia. Este coeficiente de
correlacion bajo de la lignina Ln_inde, se considera por que éste es un producto industrial

sin pretratamiento con una alta variacion en la masa molecular.

En general los resultados de la tabla 8 y de la figura 26 a,b muestran que los trimeros
dan mayor adhesion que los dimeros, pero este resultado siempre dependera de la
naturaleza del sustrato con el que interacciona. Como es el caso particular de Ln_CO2 de
la tabla 7.

Tabla 8. Energia de enlace teodrica y experimental.

Dimeros Trimeros

Denominacién Autodock ~ MOE  Autodock  MOE
(Kcal/mol) (Mpa) (Kcal/mol) (Mpa)

Ln_inde -47,01 0,2988 -134,68 0,6449
Ln_miscantus -155,06 0,6617 -22,09 0,0793
Ln_CO2 -143,42 0,3721 -197,46 0,4247

Ln_inde_depolim -82,06 0,2817 - -




La masa molecular del lignano no parece ser el factor predominante sobre la energia
de interaccidén con el sustrato. Aunque en ciertas ocasiones un lignano con una masa
molecular alta (como los trimeros), se enlazan mas fuertemente con el sustrato que uno
con una masa molecular inferior (como los dimeros) y viceversa. Por lo tanto, el punto
importante es la capacidad del lignano para adaptarse a una superficie 6 sustrato para
mejorar la energia de interaccion, lo cual de igual forma puede ser un dimero 6 un trimero.
Esta tendencia es evidente para los resultados tedricos y experimentales que se muestran
en la figura 26.

Energia de enlace (Ensayo exprimental) Energia de enlace (Ensayo Teorico)
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Figura 26. Resistencia de ligninas de acuerdo al componente en su estructura.

Estas graficas (figura 26 a y b) muestran el valor de la resistencia teorica y
experimental que ofrece cada lignina de acuerdo al tipo de estructura presente. Por lo que
los valores de resistencia para lignina Ln_inde y Ln_CO2 estan dados por trimeros,
mientras que la resistencia que ofrece Ln_miscantus y Ln_inde_depol es generada en su

mayoria y/o totalidad por dimeros.

Las energias de interaccion de dimeros de PF sobre celulosa son: dimero o-o -12.39

kcal/mol, dimero o-p -12.08 kcal/mol y dimero p-p 10.203 kcal/mol [Good, 1967; Fowkes,




1983]. En nuestro caso, los dimeros tienen valores desde -5.70 hasta -8.71 kcal/mol y en
trimeros se tienen desde 8.85 hasta 10.21 kcal/mol, lo cual deja situado a los lignanos
como moléculas con adhesividad bastaste considerable tomado en cuenta que adhesivos

de PF son los mas demandados en la adhesion de madera.

Lei en 2009, trabajo con lignina glioxilada en mezcla con tanino para la formulacion de
adhesivos para tableros de particulas, obteniendo valores de resistencia internas desde
0.16 hasta 0.36 MPa. Los estandares marcan como valor de resistencia aceptable de >
0.35 MPa. En nuestro trabajo particular, es otro tipo de ensayo el que se realizé (tension
en papel), aun asi, los valores obtenidos fueron positivos como incremento en resistencia

tomando en cuenta que se partié de un estandar.



CAPITULO IV. CONCLUSIONES

En éste estudio los trimeros presentaron las energias de interaccion mas altas en

comparacion a los dimeros.

El tipo de enlace entre las unidades de los lignanos es primordial en las energias de

enlace.

Los calculos moleculares indican que un dimeros con un enlace tipo B-O-4,

presenta una atraccion mas fuerte sobre el sustrato que los dimeros con enlace tipo

BB 0 B-5.

Las ligninas de bajo peso molecular que se utilizaron en este estudio estan

compuestas en su mayoria por dimeros y trimeros.

Las ligninas con una alta cantidad de trimeros presenta una interaccién mucho mas

fuerte sobre el sustrato.

Debido a que las ligninas presentan una composicion heterogénea de porcentaje en

masa, es dificil hacer una comparacion entre ellas.

En las ligninas Ln_inde y Ln_miscantus se determind un porcentaje similar en sus
componentes (tabla 6), con lo que al hacer una comparacion de sus energias, éstas
presentan una energia de interaccion semejante con el sustrato, tanto por la

simulaciéon molecular como por los métodos experimentales.

La lignina Ln_inde mostré una adherencia mas alta que la lignina Ln_miscantus,

debido posiblemente a que la primera presenta mayor cantidad de trimeros.



La lignina Ln_indie_depol presenté la energia mas baja por el método de simulacion
molecular y también por la experimentacién. Este caso se esperaria por la cantidad

de dimeros identificados.

La lignina Ln_CO2 presenté un comportamiento diferente a lo esperado, ya que se
obtuvo resistencia mucho menor en los ensayos experimentales a la esperada por
los célculos tedricos, por lo que ésta lignina no sigue la tendencia obtenida para las

otras ligninas estudiadas.

La masa molecular y el tipo de enlace entre las unidades y/o fracciones de lignina
son factores importantes que determinan la energia de enlace en los lignanos. Por
lo tanto, un lignano con una alta masa molecular y unidades tipo -O-4 presentara

mayor energia adherente sobre un sustrato de celulosa.
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ANEXOS



Anexo 1. Lista de todos los posibles lignanos de dos y tres unidades presentes en las

ligninas.
Masa Denominacion Masa Denominacion
Molecular Molecular
+Na *+Na
1 17 HFRACCION 473 H_H_H
147 Grraccion 477 G_G_Hrraccion
1 73 H 477 H_H_GSFRACCION
177 GSrraccion 477 H_G_Geraccion
203 G 477 H_GS HFRACCION
233 GS 477 H_GS GFRACCION
266 H_HFRACCION 477.5 GS OLB GS
296 H_GFRACCION 503 H H G
296 G_Hrraccion 507 G_GS_HFRACCION
297 G_Hrraccion 507 G_G_Ggrraccion
323 H_H 507 H_G_ SFRACCION
326 H_GSFRACCION 533 H_GS_H
326 G_GFRACCION 533 H_G_G
326 GS_Hrraccion 537 G_GS_Grraccion
353 H_G 537 G_G_GS RACCION
356 G_GSrraccion 537 GS_GS_Hrraccion
356 GS_Grraccion 537 H_GS_GSkraccion
383 G G 563 H GS G
383 H GS 563 G GG
3834 G_'YB_G 567 G_GS_G FRACCIOn
386 GS_GSkraccion 567 GS_GS_Geraccion
399.4 G_pO4_G 577.6 G_pO4_G_Bp_G
399.4 G_a04 G 577.6 G_BO4_G_B5_G
413 G GS 591.6 G B5 GS ap_G
417 H_H_HFRACCION 593 G_G GS
417 .4 G_ap_G 593 H_GS_GS
429.4 G_BO4_GS 597 GS GS GSFRACCION
429.4 G_004_GS 607.6 G_BO4_G_BB_GS
443 GS_GS 607.6 G_pO4_GS p5 G
447 H_H_Grraccion 623 G_GS_GS
447 H_G_Hrraccion 637.6 G pO4_GS pp_GS
4594 GS_p0O4_GS 653 GS_GS GS
459.4 GS 004 GS 667.6 GS_BO4_GS_pp_GS

Masas moleculares de los lignanos + 23 Da (la masa molécular del Na presente en

la matriz) para su transmision apropiada de lignano y su masa porcentual en la muestra.



Anexo 2. Analisis de las ligninas por espectrometria de MALDI-TOF.

Lignina inde original

Masa Intensidad
Dimero/trimero Molecular  Pico Y
(1]
+Na
G+H eraccion 297 300 17,3
H+GS rraccion
G+G kraccion 327 326 38,2
GS+H rraccion
G+GS rraccion
22,7
GS+G rraccion 356 356 ’
GS+GS Fraccion 386 386 37,3
G_P0O4_G_BB_GS 607.6
G_B04_GS_B5_G 607,6 610 29,5
G_P0O4_GS_BP_GS 637.,6 639 36,4
GS_B0O4_GS_BB_GS 667,6 666 25,5
Lignina Ln_miscantus
Masa .
Dimero/trimero Molecular Pico Interl/smad
+Na 0
H rraccion 117 121 18
G Fraccion 147 147 25
GS kraccion 177 177 18
G 203 198 10,5
H + H rraccion 266 271 20
H + G rraccion 296
297
G + Hraccion 9 38
H+H 323 322 17
H + GS rraccion
G + G rraccion 326 327 38
GS + Hrraccion
G + GS rraccion 356
2 24
GS + G rraccion 35 ©
G + GS rraccion 356
355 32
GS + G rraccion
H+ GS 383
G+G 383 15,5
GS + GS rraccion 386 385 23,6
H+H +H 473
G + G + Hgracrion 477 4rs 19
H+H+ G 503 501 21
G_vB_G 383 383 14,5
G_B0O4_G
G 004 G 399 400 17,3

G_BO4_GS 429.4 431 43,6



GS_BO4_GS

G5 004 GS 4594 461 39,1
GS_ap_GS 477,5 475 18,2
G_PB0O4_GS_BB_GS 637,6 639 16,4
Lignine Ln_Co2-1
Masa .
Dimero/trimero Molecular Pico Inter;/mdad
+Na °
H FRACTION 1 17 1 13 65
GS rracTiON 177 181 40
H+ GS 383 378 30,5
G + GS rraction
GS + G roaction 356 360 30
G+G+GS 593
H+ GS+GS 591 8
G_vYB_G 383 378 16
G_p0O4_G
399 402 20
G_004 G
G_ap_G 417 418 10
G_BO4_G_BP_G
G_pO4_G_P5 G 577.,6 578 7,7
G_PB5_G_yB_GS 591,6 591 7,7
G_P0O4_G_Bp_GS
G_pO4_GS_p5.G 607,6 611 8,8
G_P0O4_GS_BP_GS 637,6 639 24 .4
GS_p0O4_GS_BPB_GS 667,6 667 20
Masa .
Dimero/trimero Molecular  Pico Interl/smad
+Na 0
H FRACTION 117 117 13
G FrACTION 147 149 32
GS FRACTION 177 177 23
G 203 208 16
G+H FRACTION 296 298 38
H+H 323 322 43,2
H+GS rracTion 326 326 34,7
G+GS rracTion
2 2
GS+G gracTion 356 35 0.5
G + GS FracTion
7 2
GS + G rracTion 35 360 S
GS + GS rracTiON 387 386 36
G+GS 413 416 18



H + H + Hrracrion
H+H+H
G+GS+G rracTion
GS+GS+H rraction
H+GS+GS
G_yB_G
G_op_G
G_B04_G
GS_BO4_GS
GS_004_GS

417
473

537

383
417
429,4

459,4

470

536

386
416
434

454

10

36
18
12

10

Lignine Ln_inde_dep



Lignina inde original, Na-Adducts; mass range: 200-750 Da

Lignina inde original - Aceton
Data: Pizzi 09-03_0026.012[c] 3 Jun 2009 17:09 Cal: tof-PEG1450-10000 3 Jun 2009 17:07
Shimadzu Biotech Axima ToF? 2.7.2.20070105: Mode Linear, Power: 98, P.Ext. @ 10000 (bin 149)
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Anexo 3a. Espectro MALDI-TOF de la lignina Ln_inde.




EdB43, Na-Adducts; mass range: 200-750 Da
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Anexo 3b Espectro MALDI-TOF de la lignina Ln_miscantus.




LNT_CO2_1, Na-Adducts; mass range: 200-750 Da TEMBEC Depolymerized

LNT_Co2_1 - Aceton
Data: Pizzi 09-03_0046.N13[c] 3 Jun 2009 17:48 Cal: tof-PEG1450-10000 3 Jun 2009 17:07
Shimadzu Biotech Axima ToF? 2.7.2.20070105: Mode Linear, Power: 85, P.Ext. @ 10000 (bin 149)
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Anexo 3c. Espectro MALDI-TOF de la lignina Ln_CO2




Lignina inde depolymerizade, Na-Adducts; mass range: 200-750 Da

Lignina inde depolymerizade - Aceton
Data: Pizzi 09-03_0029.M14[c] 3 Jun 2009 17:12 Cal: tof-PEG1450-10000 3 Jun 2009 17:07
Shimadzu Biotech Axima ToF? 2.7.2.20070105: Mode Linear, Power: 93, P.Ext. @ 10000 (bin 149)
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Anexo 3d. Espectro MALDI-TOF de la lignina Ln_inde_dep.
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