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RESUMEN 
 

Los antioxidantes son moléculas que pueden capturar o inhibir los radicales libres 

evitando la oxidación. La demanda del uso de antioxidantes naturales ha aumentado 

debido a los riesgos potenciales que estos presentan. Los polifenoles, son un grupo de 

compuestos bioactivos con capacidad antioxidante. La lignina es el polímero fenólico 

natural más abundante en la naturaleza. Debido a su estructura, las ligninas presentan 

actividades biológicas con aplicaciones prometedoras en la industria farmacéutica, 

cosmética y alimentaria. La lignina es uno de los componentes principales de los residuos 

agrícolas (15-40% de su contenido). La fracción de lignina extraída con solventes 

orgánicos (método Organosolv), permite la obtención de ligninas con específicos pesos 

moleculares, baja polidispersidad y alto contenido de compuestos fenólicos. Por esta 

razón, en este trabajo se propuso extraer la lignina de residuos agrícolas de trigo y sorgo 

por un método con solventes orgánicos y evaluar su actividad antioxidante.  

El rendimiento de la extracción de lignina obtenida por el método Organosolv fue 

alrededor del 8.24%. La actividad antioxidante de las muestras se evaluó por el método 

del DPPH•. Del mismo modo, se calculó el EC50 y se cuantificó el contenido de fenoles 

totales por el método de Folin-Ciocalteau. De acuerdo con los resultados obtenidos, las 

ligninas extraídas de residuos agrícolas de trigo (LOT) y de sorgo (LOS) mostraron 

actividad antioxidante. Sin embargo, la LOT resultó con mayor actividad (80.79%) que la 

LOS (75.26%). Asimismo, la LOT mostró mayor contenido de fenoles totales (95.75 mg 

EAG/ g de lignina) y menor valor de EC50 (94.92 ± 0.83 µg/mL) en comparación con la 

LOS (Fenoles totales: 72.42 mg EAG/ g de ligninia; EC50 :116.00 ± 8.48 µg/mL). Dichos 

resultados se pueden relacionar con un mayor contenido de grupos hidroxilo fenólicos, 

menor peso molecular y una menor cantidad de carbohidratos residuales presentes en la 

lignina extraída a partir de residuos de trigo.  
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INTRODUCCIÓN 
 

Los antioxidantes son molécula que pueden capturar o inhibir los radicales libres 

presentes en sistemas vivos y alimentos, evitando la oxidación; ya sea por medio de la 

donación de átomo de hidrógeno o la transferencia de electrones (Salem et al., 2014). Los 

antioxidantes pueden ser naturales como ciertas vitaminas, tocoferoles, minerales; y 

sintéticos como el butilhidroxianisol (BHA) y el terbutilhidroquinona (TBHQ), etc. Hoy en 

día, el costo de manufactura de los antioxidantes sintéticos, los riesgos potenciales a 

humanos y animales, así como la necesidad de incrementar la seguridad alimentaria ha 

aumentado la demanda del uso de antioxidantes naturales (Valdez-Morales et al., 2014). 

Los polifenoles, es un grupo de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante. 

Recientemente, el interés en los polifenoles se ha incrementado debido a que son 

capaces de capturar radicales libes evitando las reacciones en cadena que llevan a la 

oxidación (Grace et al., 2014). Se ha observado que presentan efectos favorables en la 

anti-oxidación de proteínas y lípidos (Kortenska et al., 2002), además de que tienen 

efectos antiinflamatorios y anticancerígenos (Miyake et al., 1999).  

La lignina es el polímero fenólico natural más abundante en la naturaleza. 

Básicamente, está constituido por unidades entrecruzadas de alcohol p-cumarílico, 

alcohol coniferílico y alcohol sinapílco. La composición y estructura de la lignina varían 

dependiendo de su origen y el método de extracción o aislamiento utilizado (Lu y John, 

2010). La lignina es obtenida como un subproducto de la pulpa de celulosa en la 

fabricación de papel (Visthal y Kraslawsk, 2011). Hasta ahora, el principal uso de la lignina 

ha sido únicamente como fuente de combustión de bajo grado (Ge et al., 2014), y a pesar 

de que también ha tenido otras aplicaciones secundarias como bioabsorbentes (Ge et al., 

2014), dispersantes (Li et al., 2011), o adhesivos (Thakur et al., 2014; Valdez-Morales et 

al., 2014), no se ha podido encontrar una aplicación a gran escala. Sin embargo, se ha 

reportado que, debido a su estructura, las ligninas presentan actividades biológicas con 

aplicaciones prometedoras en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria 

(Ugartondo et al., 2008), por lo que una posible aplicación para este subproducto puede 

ser la obtención de antioxidantes naturales y seguros. De acuerdo con investigaciones, la 

fracción de lignina extraída en solventes orgánicos, e.g. alcohol, permite la obtención de 

ligninas con específicos pesos moleculares, baja polidispersidad y alto contenido de 
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compuestos fenólicos (Saito et al., 2014) lo que se asocia con una mayor actividad 

biológica (Azadfar et al., 2015). Investigaciones muestran que las propiedades 

antioxidantes de las ligninas se derivan de su capacidad de detener la reacción en cadena 

de los radicales libres gracias a su habilidad de donar hidrógeno a partir de los grupos 

hidroxilo fenólicos, formando así el producto final estable (Shimada et al., 1992). 

Por otro lado, en los últimos años la demanda y producción de cultivos de cereales 

ha aumentado en gran medida y con ello la generación de residuos agrícolas. Estos 

residuos lignocelulósicos son comúnmente quemados al aire libre con el fin de eliminarlos 

de manera rápida despejando la zona de cultivo y eliminar plagas (Lemieux et al., 2004). 

Sin embargo, investigaciones científicas han demostrado que la quema de los residuos 

genera daño al medio ambiente además de pérdidas de suelo y disminución de la materia 

orgánica, componente esencial de los suelos para mantener su productividad. En Sonora, 

el cultivo del trigo y sorgo se encuentran dentro de los principales en cuanto a superficie 

de siembra y toneladas de producción anuales (superficie de siembra: 326,497; 46,018 

Ha, respectivamente; producción: 1.64 millones; 472,616 Ton, respectivamente) (SIAP-

SAGARPA, 2017). De acuerdo con la Secretaría de Energía del Gobierno Federal de 

México, por cada hectárea producida se originan aproximadamente 10 toneladas de 

residuos. Por lo que solo en Sonora, se generan cerca de 3.8 millones de toneladas 

anuales.  

La lignina es uno de los componentes principales de los residuos lignocelulósicos, 

representando del 15-40% de su contenido (Yang et al., 2012). Por lo que en este trabajo 

se propone investigar el uso de los residuos agrícolas de dos cultivos principales en 

Sonora, trigo y sorgo, como fuente potencial de lignina con actividad antioxidante. A nivel 

científico se plantea adquirir un mejor conocimiento acerca de las propiedades biológicas 

de este compuesto, y además, exponer un uso alterno de los subproductos agrícolas y de 

este modo reducir la contaminación que se genera durante su quema a campo abierto. 
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OBJETIVOS 
 

General 
  

Evaluar la actividad antioxidante en lignina proveniente de residuos agrícolas. 
 

Específicos 
 

• Extraer la lignina a partir de residuos agrícolas por un método con solventes orgánicos 

(Organosolv). 

• Evaluar la actividad antioxidante de la lignina Organosolv por el método del DPPH•. 

• Determinar la cantidad de compuestos fenólicos totales en la lignina por medio de un 

método colorimétrico. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 

Se denomina residuos agrícolas o rastrojos a todos los restos de la estructura de la planta 

una vez cosechados los granos. En los últimos años la demanda y producción de cultivos 

de cereales ha aumentado en gran medida y con ello la generación de residuos agrícolas. 

En varios países la opción más económica de eliminar estos residuos es a través de la 

quema descontrolada, ya que agricultores aseguran que esto les permite disminuir el 

volumen de material, limpiar, despejar la zona para el cultivo, eliminar plagas y liberar 

nutrientes (Lemieux et al., 2004). Sin embargo, investigaciones científicas han 

demostrado que la quema de los residuos son una fuente de contaminación atmosférica 

ya que se liberan gases del efecto invernadero tales como el metano, monóxido de 

carbono, óxidos de nitrógeno, óxido nitroso, entre otros. Además, generan pérdidas de 

suelo y disminución de la materia orgánica, componente esencial de los suelos para 

mantener su productividad.  

Debido a su gran abundancia y renovabilidad, en las últimas décadas los residuos 

agrícolas se han utilizados para la producción de energía e.g. biocombustibles y biogás. 

También han sido aplicados para el reforzamiento de materiales, además de que están 

siendo estudiados como materia prima para la obtención de biopolímeros con actividad 

biológica.  

 
Composición Química de los Residuos Agrícolas 

 

Los residuos agrícolas o rastrojos provenientes de cereales son un material heterogéneo 

formado por tres componentes químicos principales que son esenciales para la fuerza 

física y la estructura química de la planta la celulosa, la hemicelulosa y la lignina; (Sun, et 

al., 1998). También contienen componentes minoritarios como pectinas, minerales y 

ceras, los cuales son de vital importancia para algunos procesos fisiológicos de la planta 

(Xu, 2010). El análisis químico muestra que los residuos lignocelulósicos son ricos en 

carbohidratos, compuestos fenólicos y en menor proporción proteínas, cenizas, ceras y 

pectinas. Junto con estos componentes, son también ricos en compuestos bioactivos y 

vitaminas (Slavin, 2003). La composición precisa de macro y micronutrientes puede variar 
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de cultivar a cultivar, etapas de crecimiento de la planta, la naturaleza del suelo y las 

condiciones climáticas (Yasin, 2010).   

 
Celulosa  
 

La celulosa es el polímero dominante en las plantas herbáceas así como en las plantas 

superiores. Químicamente la celulosa consiste en cadenas lineales de celobiosa unidas 

por enlaces glucosídicos β-(1→4) (Hendriks et al., 2009). En la naturaleza, las cadenas 

de celulosa están unidas de una manera ordenada formando microfibras empaquetadas 

muy densamente que se estabilizan a través de enlaces de hidrógeno inter e 

intramoleculares (Figura 1). Estas microfibras tienen un diámetro aproximado de 80-10 

nm y longitudes de unos pocos micrómetros (Alemdar y Sain 2008).  

 
Hemicelulosa  
 
Las hemicelulosas son el segundo polímero más abundante en la paja de los cereales 

(Xu, 2010). Las hemicelulosas son polímeros ramificados de bajo peso molecular con un 

grado de polimerización de 20-800. La hemicelulosa de la pared celular de las gramíneas 

normalmente contiene una cadena principal de β-(1→4) xilopiranosil con pequeñas 

ramificaciones (Saha, 2003). Los xilanos son el componente principal de las hemicelulosa 

de las paredes celulares secundarias que constituyen aproximadamente el 20-30% de la 

biomasa de las plantas herbáceas. Los xilanos son heteropolímeros formados por una 

cadena de xilosas unidas por medio de enlaces glucosídicos β-(1→4), uniéndose a 

pequeñas cadenas de carbohidratos. En general, las hemicelulosas forman una matriz 

para las microfibras de celulosa involucrando interacciones moleculares como puentes de 

hidrogeno y fuerzas de Van der Waals.  
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Figura 1. Estructura química de la celulosa y enlaces intermoleculares de hidrógeno 

(Credou et al., 2014).  

 
Lignina  
La lignina se conoce como un grupo de polímeros aromáticos resultantes del 

acoplamiento oxidativo de unidades de fenilpropano (Boerjan et al., 2003; Ralph et al., 

2004). Está presente en cantidades significativas en plantas, representando de un 15-

25% (p/p) de la biomasa herbácea. La lignina les confiere rigidez a los tallos, brinda 

protección contra ataques de microorganismos y participa en el transporte de agua y 

nutrientes a través del sistema vascular de las plantas (Buranov et al., 2008). Su 

hidrofobicidad junto con el nivel de entrecruzamiento con los polisacáridos es importante 

para la permeabilidad de los poros entre las células vegetales. Durante la síntesis de la 

pared celular de las plantas, los polisacáridos como la celulosa y la hemicelulosa son 

establecidos en primer lugar, la lignina, llena los espacios entre las fibras de los 

polisacáridos uniéndolos y haciéndolos fuertes (Figura 2).  
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Figura 2. Diagrama esquemático de la pared celular de las gramíneas.  

Características Químicas de la Lignina 

La lignina es uno de los principales componentes estructurales de la biomasa 

lignocelulósica y el compuesto polifenólico más abundante en la Tierra. En general, se 

define como una molécula amorfa y heterogénea de unidades de fenilpropano. Sin 

embargo, su estructura química depende en gran medida del origen botánico, condiciones 

de cultivo de la planta y el método de extracción (Gordobil et al., 2018). La definición 

estructural de la lignina más aceptada tiene las siguientes características: i) son polímeros 

vegetales construidos a base de unidades de fenilpropano; ii) presentan gran cantidad de 

grupos metoxilo; iii) son resistentes a la hidrólisis ácida, fácilmente oxidables, solubles en 

bisulfito o álcalis caliente y fácilmente condensables con fenoles o tioles (Lu et al., 2010).  

La lignina consiste en unidades de fenilpropano y sus precursores son tres 

alcoholes aromáticos (llamados monolignoles), alcohol p-cumarílico, alcohol coniferílico y 

alcohol sinapílico (Figura 3). Los respectivos constituyentes aromáticos de los alcoholes 

en el polímero son tres residuos llamados: guaiacil (G) (originado del alcohol coniferílico), 

siringil (S) (originado del alcohol sinapílico) y p-hidroxifenil (H) (originado del alcohol p-

cumarílico) (Lewis y Yamamoto, 1990).  
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Figura 3. Principales precursores de la lignina (monolignoles) y sus estructuras aromáticas 

en el polímero de lignina. (Adaptada de Laurichesse y Avérous, 2014).  

Los tres principales monolignoles se forman en el citoplasma a través de la “ruta 

del shikimato” que produce fenilalanina como intermedio clave (Vanholme et al., 2010). 

Los monolignoles se generan mediante reacciones de desaminación, hidroxilación, 

reducción y metilación catalizadas por diversas enzimas.  

Para la formación de los polímeros de lignina los monolignoles interacciones en la 

pared celular a través de reacciones de oxidación (Liu et al., 2011). En cultivos herbáceos 

como el trigo, la lignina contiene los tres monolignoles (H, G y S) en una proporción de 5, 

49 y 46 %, mientras que, en plantas leñosas, las unidades G y S son las predominantes 

(Billa et al., 1998; Lapierre et al., 1995).  
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Durante el proceso de lignificación, las unidades monoméricas producen un 

polímero complejo, unido por enlaces β-O-4, α-O-4, β-5, β-1, 5-5, 4-O-5 y β-β (Figura 4) 

(Adler, 1977; Boerian et al., 2003). Los enlaces más abundantes en la lignina son los β-

aril éter (β-O-4). La lignina se encuentra siempre asociada con carbohidratos (en particular 

con hemicelulosas) a través de enlaces covalentes en dos sitios: el carbono alfa y el 

carbono 4 en el anillo bencénico y a esta asociación se conoce como complejos lignina-

carbohidratos (Buranov et al., 2008; Xu, 2010). En las plantas herbáceas, los ácidos 

hidroxicinámicos (p-cumárico y ferúlico) se unen a la lignina y hemicelulosas mediante 

enlaces de tipo éster y éter formando complejos lignina-fenólicos-carbohidratos (Baucher 

et al., 1998; Sun et al., 2002).  

 

Evaluación de la Actividad Antioxidante 
 

Los antioxidantes se pueden definir como compuestos que pueden retrasar o impedir la 

oxidación de los lípidos, ácidos nucleicos, o de otras moléculas (Wang, 2007). La reacción 

de oxidación generalmente sigue tres pasos principales que incluyen i) la iniciación, donde 

se producen los radicales libres; ii) la propagación, donde se crean los radicales libres a 

través de una reacción en cadena que involucra una serie de moléculas, y finalmente iii) 

la terminación, durante la cual dos radicales libres interactúan entre sí para terminar la 

reacción (Azadfar et al., 2015). 

Actualmente, existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante. Una 

de las estrategias más aplicadas en las evaluaciones in vitro, consiste en determinar la 

actividad del antioxidante frente a sustancias cromógenas de naturaleza radica, donde la 

pérdida de color ocurre de forma proporcional con la concentración (Kuskoski et al., 2004). 

Asimismo, existen dos tipos de métodos que dependen del mecanismo de acción de los 

antioxidantes. La primera, involucra la transferencia de átomos de hidrógeno (HAT) y la 

segunda, la transferencia de electrones individuales (SET) (Dudonne et al., 2009). Las 

pruebas tipo HAT son más relevantes para evaluar la capacidad de los antioxidantes para 

romper la reacción de oxidación en cadena de los lípidos. Las reacciones tipo HAT 

dependen del solvente y del pH, generalmente son rápidas, completándose regularmente 

en segundos o minutos (Karadag et al., 2009). En los métodos SET, la reactividad relativa 

se basa en el potencial de desprotonación e ionización del grupo funcional reactivo. Este  



 

 
 

19 

 
 

 
 

 

Figura 4. Estructura química representativa del polímero de lignina y sus enlaces 

principales (Laurichesse et al., 2014).  
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tipo de ensayos básicamente constan de un antioxidante y una molécula oxidante. El 

oxidante extrae un electrón del antioxidante, causando un cambio de color que es 

proporcional a la concentración de antioxidante. La reacción llega a su fin cuando se 

detiene el cambio de color (Karadag et al., 2009). 

Los métodos para la determinación de la actividad antioxidante que comúnmente 

se utilizan son ácido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS), 2, 4,6-

tripiridil-s-triazina (FRAP), capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC) y 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Cada uno de estos métodos presenta ventajas y 

desventajas. En el ensayo FRAP se mide la capacidad de una muestra para reducir 

metales mientras que en los métodos ABTS, DPPH y ORAC se mide la capacidad de los 

compuestos antioxidantes para capturar radicales libres. Dentro de estos métodos de 

análisis existen diferentes mecanismos de reacción. En los métodos FRAP, ABTS y DPPH 

ocurre una reacción con transferencia electrónica denominada transferencia de 

electrones individuales (SET), mientras que en el método ORAC ocurre una reacción 

denominada transferencia de átomos de hidrogeno (HAT) (Huang, 2005; Samaniego-

Sánchez et al., 2007).  

 
Método del DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 
 

El método del DPPH fue desarrollado por Brand-Williams et al. (1995). Es una técnica 

sencilla, de fácil preparación; sin embargo, el radical DPPH solo es soluble en solventes 

orgánicos por lo que no es útil para medir la actividad en compuestos de naturaleza 

hidrofílico. Este método se basa en la capacidad del radical libre estable 2,2-difenil-2-

picrilhidrazilo para reaccionar con donadores de hidrógeno. El radical DPPH tiene un 

máximo de absorbancia a 517 nm y genera un producto incoloro cuando 

captura un antioxidante. De esta forma, se mide la disminución de la absorbancia de una 

disolución estable del radical DPPH en presencia de sustancias antioxidantes con grupos 

-OH activos donadores de hidrógeno capaces de capturar los radicales libres (Kaneda et 

al., 1995). Al inicio del ensayo, el radical DPPH• posee un electrón desapareado 

mostrando un color azul-violeta como se muestra en la Figura 5, en presencia de una 

sustancia antioxidante el radical DPPH se reduce por lo que se decolora a amarillo pálido. 
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Por diferencia de absorbancia se determina el porcentaje de captación de radical libre 

DPPH (Chávez et al., 2004).  

 

 
 

Figura 5.  Reacción de desprotonación del grupo funcional reactivo en el método del 

DPPH•. 

 

 

Método de Folin-Ciocalteau  
 
El ensayo Folin-Ciocalteu es utilizado como medida del contenido en compuestos 

fenólicos totales. Se basa en la reacción de los compuestos fenólicos con el reactivo de 

Folin-Ciocalteau, a pH básico, dando lugar a una coloración azul que puede ser medida 

espectrofotométricamente a 765 nm. El reactivo de Folin-Ciocalteau contiene una mezcla 

de wolframato sódico y molibdato sódico en ácido fosfórico, los cuales y reaccionan con 

los compuestos fenólicos presentes en la muestra. Como se observa en la Figura 6, el 

ácido fosfomolibdotúngstico (formado por las dos sales en el medio ácido), es de color 

amarillo, al ser reducido por los grupos fenólicos da lugar a un complejo de color azul 

intenso, cuya intensidad está relacionada con el contenido en polifenoles. El mecanismo 

de reacción es una reacción redox, por lo que además puede considerarse también, como 

un método de medida de la actividad antioxidante total.  
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Generalmente, los resultados de este método se expresan en equivalentes de 

ácido gálico (EGA). Sin embargo, múltiples trabajos han usado gran variedad de 

estándares, como: catequina, ácido tánico, ácido clorogénico, ácido caféico, ácido 

protocatecúico y ácido ferúlico, lo que complica la comparación entre muestras. 

Sumándose la no estandarización del método en condiciones como proporciones de 

reactivos, temperatura y tiempo de lectura.  

 

 

 

Figura 6. Mecanismo de acción del reactivo Folin-Ciocalteu. 

 
Actividad Antioxidante de la Lignina 

 

En general hay dos categorías básicas de antioxidantes: los naturales y los 

sintéticos. Los antioxidantes sintéticos son compuestos de estructuras fenólicas, mientras 

que los antioxidantes naturales pueden ser compuestos fenólicos (tocoferoles, 

flavonoides y ácidos fenólicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, aminoácidos y 

aminas) o carotenoides así como el ácido ascórbico (Velioglu et al., 1998).  
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La necesidad de encontrar alternativas a los antioxidantes sintéticos radica en el 

hecho de que varios estudios han demostrado su efecto dañino a nivel molecular y celular, 

incluso a bajas concentraciones. El alto potencial de la lignina como antioxidante ha sido 

anteriormente reportado haciéndolo una buena alternativa para reemplazar antioxidantes 

sintéticos citotóxicos como el butilhidroxitolueno (BHT) o el butilhidroxianisol (BHA), los 

cuales se utilizan ampliamente en industrias como la farmacéutica, cosmética, 

alimentación y plásticos. Además, la lignina también ha demostrado su efecto inhibidor 

contra algunos microorganismos, como las bacterias y hongos. Sin embargo, su 

capacidad inhibitoria depende principalmente del origen genético de la lignina y del 

proceso de aislamiento o extracción. 
Los antioxidantes de origen fenólico, como la lignina, son capaces de detener la 

reacción en cadena de los radicales libres gracias a su capacidad de donar hidrógeno a 

partir de los grupos hidroxilo fenólicos, formando así el producto final estable (Shimada et 

al., 1992). Se ha reportado que los polímeros de lignina que contienen mayor número de 

grupos hidroxilo fenólicos, menor cantidad de grupos hidroxilos alifáticos, bajo peso 

molecular y baja polidispersidad presentan mayor actividad antioxidante (Azadfar et al., 

2015). 

Así mismo, de acuerdo con Dizhbite et al. (2004) un factor que afecta fuertemente 

la actividad de captación de radicales de la lignina es su pureza. Por lo tanto, la presencia 

de componentes no lignínicos como hemicelulosas, podría disminuir la capacidad 

antioxidante de las muestras, ya que los carbohidratos pueden generar enlaces de 

hidrógeno con los grupos fenólicos de lignina, lo que interfiere en las propiedades 

antioxidantes de la lignina. 

 
  



 

 
 

24 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Materia Prima 
 
Se utilizaron residuos agrícolas provenientes de trigo cristalino (Triticum durum) de la 

variedad Patronato Oro C2008, ciclo agrícola 2011 y de sorgo (Sorghum bicolor), variedad 

Argos, ciclo agrícola 2016.  

 
Preparación de la Materia Prima 

 
Inicialmente los residuos agrícolas fueron molidos en un molino de cuchillas (Pulvex, 

Modelo 200, S.A. de C.V., México) y se pasaron a través de una malla número 20 (850µm) 

y 30 (600µm) para homogenizar el tamaño de partícula. Posteriormente las muestras 

molidas fueron desgrasadas en un equipo Soxhlet durante 6 h usando éter de petróleo 

como solvente. Una vez desgrasadas, las muestras fueron guardadas en bolsas de 

polietileno para sus análisis posteriores. 

 
Caracterización de los Residuos Agrícolas 

 
Cuantificación de Lignina 
 
La determinación del contenido de lignina se realizó siguiendo los estándares T222 om-

83 y 250 UM-85 de la TAPPI. Los cuales se basan en la cuantificación del residuo que 

queda después de la sacarificación de la celulosa y otros polisacáridos de la pared celular, 

con ácido sulfúrico. Se colocó 1g en un tubo y se añadió 15mL de ácido sulfúrico al 72% 

(v/v). Enseguida la mezcla fue incubada durante 2h en un baño de agua a 20°C con 

sonicación intermitente. Se añadieron 10mL de agua y se mantuvo en reflujo durante 2h 

en un baño de agua hirviendo. Después de este lapso la muestra fue pasada a través de 

un filtro de vidrio prepesado, se lavó con agua y se secó en la estufa. La cantidad de 

lignina fue determinada por diferencia de peso.  
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Cuantificación de Celulosa y Hemicelulosa 
 
La cuantificación se llevó a cabo de acuerdo con el método reportado por Zobel et al. 

(1966). Primeramente, se obtuvo el contenido total de las fibras, llamada holocelulosa 

(holocelulosa = celulosa + hemicelulosa). Se pesaron 0.7 g de paja en un matraz 

Erlenmeyer y se agregaron 10 mL de la solución A (Ácido Acético 1.049 M y NaOH 0.5 

M). Inmediatamente se agregó 1 mL de la solución B (NaClO2 al 20% m/v) y se agitó 

vigorosamente hasta que toda la paja estuvo en contacto con las soluciones añadidas. 

Las muestras fueron llevadas a un baño de agua a 70°C agitándose cada 30 minutos. La 

digestión se mantuvo durante 4 horas, agregándose: 1 mL de la solución B a los 45, 90, 

150 y 210 minutos del experimento. Enseguida, la holocelulosa se pasó a través de filtros 

de vidrio previamente pesados y se lavó con 100 mL de ácido acético al 1% (v/v) y 

después con 10 mL de acetona. Los filtros con la holocelulosa fueron colocados en una 

estufa a 105°C durante 12 horas. La holocelulosa fue calculada como porcentaje en peso. 

Después de calcular el porcentaje de la holocelulosa, se determinó el contenido de 

celulosa. A la holocelulosa contenida en cada filtro se le añadieron 3 mL de NaOH al 

17.5% (p/v). Pasando 5 min se adicionaron nuevamente 3 mL de NaOH. Después de 35 

min la reacción se detuvo añadiendo 15 mL de agua. La muestra se filtró con 60 mL de 

agua, seguido de 5 mL de ácido acético y 60 mL de agua otra vez. Para finalizar, 20 mL 

de acetona fueron añadidos y se dejó secar a 105°C. La celulosa fue determinada en 

base al porcentaje en peso. El contenido de hemicelulosa se calculó por diferencia de 

contenido entre la holocelulosa y la celulosa.  

 
Extracción de la Lignina 

 
Para la extracción de la lignina se utilizó un método con solventes orgánicos (Organosolv) 

el cual ha demostrado que extrae ligninas con alta actividad biológica. 

Se siguió el método descrito por Xu et al., (2006). A 10 g de muestra, fue añadida 

una mezcla de ácido fórmico, ácido acético y agua (30:60:10, v/v/v) con una relación 

sólido/líquido 20:1 (mL/g). Los recipientes fueron colocados en un baño de agua a 85 °C 

durante 4 horas con agitación constante. Después, la fase sólida y liquida se separó 

usando una tela de nylon como filtro dando dos lavados con agua destilada. La fase solida 
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fue considerada como celulosa. El licor de cocimiento fue concentrado (fase líquida que 

contiene restos de los solventes, hemicelulosas y lignina) utilizando un rotavapor  (Yamato 

RE301). Una vez concentrado el licor de cocimiento se añadió 3 volúmenes de etanol al 

95% y se dejó reposar (12h a temperatura ambiente) con la finalidad de precipitar los 

carbohidratos. Este paso fue repetido 3 veces. Para remover los carbohidratos 

precipitados se utilizaron filtros Whatman de 47mm considerándose lo retenido como 

hemicelulosa. El líquido color café oscuro que se obtuvo después del filtrado se concentró 

y fue considerado como lignina Organosolv. Por último, el concentrado fue lavado de la 

siguiente manera: 1mL de licor se colocó en un tubo (50 mL), se aforó con agua destilada 

y se centrifugó a 3000 rpm durante 10 min. Después de este lapso se decanta el 

sobrenadante y en el mismo tubo se añadió un mililitro más de licor. Se afora con agua 

destilada y se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos. Enseguida, el tubo se vuele a 

decantar y los últimos pasos se repiten hasta que el licor se termine. Por último, la lignina 

(lignina Organosolv) se recupera y se deja secar en una estufa a 30 ºC.  

 
Actividad Antioxidante de la Lignina 

 
Preparación del Extracto Etanólico 
 
La actividad antioxidante de la lignina se determinará a partir del extracto etanólico 

preparado de la siguiente manera. Se preparó una mezcla de lignina/etanol en una 

concentración de 1mg/mL. La mezcla se agitó durante 10 min y se centrifugó a 10000 g 

durante 10 min. El sobrenadante (fracción soluble de lignina en etanol) se decantó y se 

dejó secar a temperatura ambiente. Enseguida se resuspendió la fracción soluble de 

lignina en etanol y se preparó una solución stock de 2.5 mg/mL. 

 
Ensayo del Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•) 
 

La actividad antioxidante se determinará por medio de un método espectroscópico que se 

basa en el descenso de la absorbancia del radical libre (DPPH) en presencia del extracto 

etanólico de la lignina. A partir de la solución stock (2.5mg/mL) prepararon 

concentraciones entre 0-200 µg/mL y se evaluaron de la siguiente manera. A 100 µL del 
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extracto etanólico de lignina se le añadió 100 µL de una solución de DPPH (300 µM) 

recién preparada. La absorbancia fue medida a 517 nm en un espectrofotómetro de 

microplacas (Thermo scientific Multiskan Go) utilizando como blanco control etanol 

absoluto y vitamina C (70 μM) como control de referencia. Los resultados fueron 

expresados en porcentaje de actividad antioxidante en base a la proporción de 

degradación de DPPH comparada con el control estándar (mezcla 1:1, etanol:DPPH) de 

acuerdo con la siguiente ecuación: 

 

 % Aaox = 100 % - % de inhibición                       (1) 

 

																																																%	𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =  *+	,		*-
*.

		× 100                        (2) 

 

Donde es la absorbancia del estándar;  es la absorbancia de la muestra a los 30 

min. El EC50 se determinó́ a partir de la gráfica del porcentaje de inhibición y corresponde 

a la concentración en la que se neutraliza el 50% de los radicales libres.  

 

Cuantificación de Fenoles Totales 
 
El contenido de fenoles totales presente se determinó utilizando el método descrito por 

Gillesppie y col. con ligeras modificaciones (Singleton y Rossi, 1965; Ainsworth y 

Gillespie, 2007). Se depositaron 10 µL (2.5 mg/mL) del extracto en una microplaca de 96 

pozos. Posteriormente, fueron añadidos 40 µL del reactivo de Folin-Ciocalteu 0.25N, 60 

µL de Carbonato de Sodio (Na2CO3 al 7%), y 90 µL de agua para obtenerse un volumen 

final de 200 µL por pozo. La placa fue incubada en oscuridad y a temperatura ambiente 

(25°C) durante 1 hora. La absorbancia fue medida a 750 nm en un lector de microplacas 

(Thermo scientific Multiskan Go). Los resultados fueron calculados utilizando una curva 

estándar de ácido gálico y fueron expresados como mg equivalentes de ácido gálico/g de 

extracto seco (mg EAG/g). 
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Diseño de Experimentos y Análisis Estadístico 

 

Los datos fueron analizados con estadística descriptiva y análisis de varianza a un nivel 

de significancia de 95% utilizando XLSTAT-2019.1.2 (Addinsoft Corp). 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Caracterización de los Residuos Agrícolas 
 
La composición química de los residuos agrícolas de trigo y sorgo se muestran en la Tabla 

1. Se puede observar que el residuo agrícola del sorgo contiene mayor porcentaje de 

lignina (23.7 ± 2.29 %) en comparación con el del trigo (14.1 ± 1.89 %). Sin embargo, el 

contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina se encuentran dentro de los rangos 

reportados anteriormente para residuos agrícolas (Rowell et al., 1997; Gressel y 

Zilberstein, 2003).  

 
 
Tabla. 1. Composición lignocelulósica de los residuos agrícolas de trigo y sorgo. Valores 

obtenidos en base seca. 

 

Composición (%) Residuos trigo Residuos sorgo 
Celulosa 38.2 ± 0.70 a 29.8 ± 0.64 b 

Hemicelulosa 35.5 ± 0.97 a 26.8 ± 0.17 b 

Lignina 14.1 ± 1.89 b 23.7 ± 2.29 a 

 
Dentro de una misma línea, valores con la misma letra no son significativamente 

diferentes (ANOVA, P < 0.05). 
 

El rendimiento de extracción de la lignina por el método Organosolv utilizado en 

este estudio fue de cerca del 8.24%. A pesar de que el rendimiento está bajo, 

investigaciones muestran que este método de obtención extrae ligninas de alta pureza, 

bajo peso molecular (500–5000Da) y bajo índice de polidispersidad (1.5–2.5), lo cual está 

relacionado con mayor actividad biológica (Lora et al., 2008). 
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Actividad Antioxidante de las Ligninas Organosolv (LOT y LOS) 
 
La capacidad para neutralizar radicales libres de la Lignina Organosolv (LO) fue 

determinada por el método del DPPH•. Las concentraciones evaluadas se encontraron en 

el rango de 0 a 200 μg/mL utilizándose vitamina C (70 μM) como control de referencia 

(Tabla 2). El radical DPPH• ha sido ampliamente utilizado para probar la capacidad 

antioxidante de ligninas aisladas a partir de diferentes fuentes. Investigaciones muestran 

que la actividad de captación de radicales de la lignina depende tanto del método de 

obtención y proceso de purificación, así como de sus grupos hidroxilo fenólicos, del peso 

molecular y la polidispersidad (Dizhbite et al. 2004). 

Los resultados de la actividad antioxidante de la lignina expresada como 

porcentaje de actividad antioxidante se muestran en la Figura 7. Para la máxima 

concentración evaluada (200 μg/mL), el porcentaje de actividad antioxidante de la Lignina 

Organosolv de Trigo (LOT) y de la Lignina Organosolv de Sorgo (LOS) fue de 80.79 ± 

0.26 y 75.26 ± 3.97 %, respectivamente. Mientras que el control positivo (vitamina C), 

presentó un valor de 96.39 ± 0.61 %. Estos resultados concuerdan con los reportados por 

García et al., (2010), quienes estudiaron la actividad antioxidante de lignina Organosolv 

extraída de pasto Mischantus sinensis y encontraron alrededor del 79% de actividad 

antioxidante. 

Estudios realizados sobre la estructura de la lignina han demostrado que los 

grupos hidroxilo fenólicos son esenciales para la captación de radicales, ya que pueden 

atraparlos y convertirse en radicales fenoxilo (Barclay et al. 1997). Además, los grupos 

metoxilo ubicados en la posición orto respecto a los grupos hidroxilo pueden estabilizar 

los radicales fenoxilo (Pan et al. 2006), impidiéndoles la propagación y la resonancia (Ma 

et al., 2013). Asimismo, se ha reportado que los polímeros de lignina que contienen mayor 

número de grupos hidroxilo fenólicos, menor cantidad de grupos hidroxilo alifáticos, bajo 

peso molecular y baja polidispersidad presentan mayor actividad antioxidante (Azadfar et 

al., 2015). De acuerdo con Dizhbite et al. (2004) un factor que afecta fuertemente la 

actividad de captación de radicales de la lignina es su pureza. Ellos observaron que la 

capacidad antioxidante de la lignina disminuye con la presencia de carbohidratos, debido 

a que sus grupos polares tienden a formar enlaces de hidrógeno con los grupos fenólicos 

de la lignina.  
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Tabla 2. Actividad antioxidante (% Act AOX) de los extractos etanólicos de la lignina 

Organosolv evaluados por el método del DPPH•. Lignina Organosolv de trigo (LOT); 

lignina Organosolv de sorgo (LOS).  

 

Muestra     μg/mL % Inhibición % Act AOX 

LOT a       3.13 87.94 ± 1.96   12.06 ± 1.96  

 
     6.25 89.88 ± 5.18  10.12 ± 5.18  

 
     12.5 78.60 ± 0.64  21.40 ± 0.64  

 
     25 71.39 ± 0.37  28.61 ± 0.37  

 
     50  58.66 ± 7.78        41.34 ± 7.78  

 
     100  38.52 ± 11.2    61.48 ± 11.20  

 
     200 19.21 ± 6.56        80.79 ± 6.56  

    

LOS b      3.13 92.32 ± 0.85   7.68 ± 0.85  

      6.25 87.51 ± 3.68  12.49 ± 3.68  

      12.5 48.58 ± 2.19  15.14 ± 2.19  

      25 79.65 ± 3.70  20.35 ± 3.70  

      50 66.88 ± 2.31  33.12 ± 2.31  

      100 48.58 ± 6.41  51.42 ± 6.41  

      200 24.74 ± 3.97 75.26 ± 3.97  
 

Valores con la misma letra no son significativamente diferentes (ANOVA, P < 

0.05). 
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Figura 7. Actividad antioxidante de los extractos etanólicos de la lignina Organosolv 

evaluados por el método del DPPH• en comparación con el antioxidante estándar 

(vitamina C, 70 μM, 24.6 μg/mL). Las concentraciones de la lignina fueron de (0-200 

μg/mL).  

 

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que los residuos agrícolas 

provenientes de trigo y sorgo pueden ser una fuente natural de antioxidantes. Sin 

embargo, en la Figura 7 se observa que la actividad antioxidante resultó significativamente 

mayor en la LOT comparada con la LOS. Estos resultados se pueden relacionar con la 

composición de los compuestos fenólicos y su peso molecular; un mayor contenido de 

grupos hidroxilo fenólicos y menor peso molecular podrían estar otorgando una mayor 

actividad antioxidante a la lignina extraída a partir de paja de trigo. O bien, la lignina 

extraída de residuos de sorgo podría contener una mayor cantidad de carbohidratos y 
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cenizas residuales. Investigaciones muestran que existe una correlación positiva entre la 

actividad antioxidante y el total de compuestos fenólicos (Fuentes-Alventosa et al., 2008). 

En la Tabla 3 y Figura 8 se muestra el contenido de fenoles totales de las ligninas 

Organosolv extraída a partir de los residuos agrícolas de trigo (LOT) y sorgo (LOS). Los 

resultados fueron expresados como equivalente de ácido gálico por gramo de muestra. 

Se observa que el mayor contenido de grupos fenólicos corresponde a la LOT (95.75 ± 

2.27 mgEAG/g lignina). Estos resultados concuerdan con la actividad antioxidante 

encontrada por el método del DPPH•. Además, de acuerdo con el Instituto Argentino de 

Normalización (IRAM, 2004), para que un extracto de origen natural sea considerado 

biológicamente activo, deberá contener 50 mg EAG/g; lo cual indica que la lignina 

obtenida a partir de los residuos agrícolas en este estudio puede ser considerada un 

compuesto con actividad antioxidante. 

 

 

Tabla 3. Contenido de fenoles (mgEAG/g lignina) y EC50 (µg/mL) de las ligninas 

Organosolv de trigo (LOT); lignina Organosolv de sorgo (LOS) y vitamina C (Vit C) como 

antioxidante estándar (70 μM).  

 

Muestra mgEAG/g lignina EC50 (µg/mL) 

LOT 95.75 ± 2.27 a      94.92 ± 0.83 b 

LOS 72.42 ± 2.40 b    116.00 ± 8.48 a 

Vit C -   5.38 ± 0.37 c 

 
Dentro de una misma línea, valores con la misma letra no son 

significativamente diferentes (ANOVA, P < 0.05). 

 
 

La concentración inhibitoria media del radical en las ligninas Organosolv (EC50) se 

muestran en la Tabla 3. En la Figura 8 se observa que existe una correlación entre los 

fenoles totales y el valor de EC50, a mayor contenido de fenoles, menor es el valor de EC50 

y, por lo tanto, más alto es el potencial antioxidante. En valor de EC50 encontrado en la 
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LOT (EC50: 94.92 ± 0.83 µg/mL) fue cercano al reportado por Zhang et al. (2015), quienes 

también evaluaron lignina Organosolv extraída a partir de paja de trigo (EC50: 88.3 µg/mL). 

Sin embargo, el valor de EC50 de la lignina extraída a partir de residuos de sorgo (116.00 

± 8.48 µg/mL) resultó mayor en comparación con la de trigo. Estos resultados concuerdan 

con la actividad antioxidante determinada por el método del DPPH•, donde se observó 

que la lignina extraída a partir de paja de trigo presentó la mayor actividad. Como se 

mencionó anteriormente, este comportamiento se puede deber a una mayor proporción 

de grupos hidroxilo fenólicos presentes en la lignina Organosolv extraída de paja de trigo, 

así como a un menor peso molecular.  

 

 

 
 

 

Figura 8. Fenoles totales (mgEAG/g lignina) y EC50 (µg/mL) de las ligninas Organosolv 

evaluadas en comparación con el antioxidante estándar (vitamina C, 70 μM): lignina de 

trigo (LOT) y lignina de sorgo (LOS).  
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CONCLUSIONES  
 

En este proyecto se logró aislar ligninas a partir de residuos agrícolas utilizando un método 

con solventes orgánicos.  

La lignina obtenida demostró tener actividad antioxidante por lo que puede ser 

utilizado como un aditivo natural en alimentos, fármacos y cosméticos. 

La lignina extraída de residuos agrícolas de trigo resultó con el mayor porcentaje 

de actividad antioxidante, mayor contenido de fenoles totales y menor valor de EC50, lo 

cual puede estar relacionado con una mayor proporción de grupos hidroxilo fenólicos, 

menor peso molecular y una mayor pureza. 
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RECOMENDACIONES 
 

Determinar la estructura de los compuestos fenólicos de la lignina y relacionarlo con su 

actividad antioxidante. 

Determinar el peso molecular de las ligninas extraídas, ya que se ha reportado que 

a mayor peso molecular aumenta la heterogeneidad de la lignina lo que conlleva a una 

disminución de la actividad de captación de radicales. 

Cuantificar el porcentaje de carbohidratos residuales ya que pueden interferir con 

la actividad antioxidante. 
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