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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados alcanzados en la determinacién del contenido de lignina
asi como de su calidad (relacion H/G) en muestras de madera de Pinus caribaea var caribaea de tres
localidades en la provincia de Pinar del Rio, Cuba. El estudio se realizé en el Instituto de Investigacién
Cientifica Tropical de Lisboa, Portugal, en el marco del Proyecto GEMA. La técnica utilizada fue la
Pir6lisis analitica. Los resultados que se muestran representan el promedio de tres corridas
experimentales y se obtuvieron valores cercanos al método Klason utilizado como referencia. Se
encontrd una correlacién aceptable entre los contenidos del lignina-pirdlisis y lignina Klason para esta
especie, lo cual permite calcular el contenido de lignina Klason a través del contenido de lignina-
pirdlisis. La pir6lisis analitica es de gran utilidad en los programas de mejoramiento genético, en que
es necesario el analisis de muchas muestras, ya que la introduccién de parametros como la composicion
quimica de la madera, induce al desarrollo de métodos expeditos de caracterizacion, reproducibles y
de bajo costo, una vez que los métodos tradicionales son lentos, requieren mucha mano de obra y son
de elevado costo.

Palabras claves: Pirdlisis analitica, Pinus caribaea, lignina-pirdlisis, lignina Klason, relacién H/G.

ABSTRACT

This work shows the lignin content determined as well as its quality (H/G ratio) in wood samples
of Pinus caribaea var caribaea from three sites at Pinar del Rio Province, Cuba. The study was carried
out at the Tropical Scientific Investigation Institute, Lisbon, Portugal (Project GEMA). The Analytical
pyrolysis was used as analytical method. The results represent the average of three repetitions and was
obtained similar values to Klason method used as reference. An acceptable correlation was obtained
between the Py-lignin contents and Klason lignin for this species. This may be possible to calculate
the Klason lignin through the content Py-lignin content. The Analytic pyrolysis is of great utility in the
programs of genetic improvement, in which it is necessary the analysis of many samples, since the
introduction of parameters like the chemical composition of wood, induce to the development of expedite
methods of characterization, reproducible and low cost, once the traditional methods are slow, require
a lot of manpower and have a high cost.
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INTRODUCCION

La creciente busqueda de madera de elevada calidad, con menor variabilidad de sus propiedades y
mayor rendimiento, coloca una gran presién al nivel del desarrollo sustentable del bosque, que pasa
entre otros por el mejoramiento cualitativo del lefio. En este sentido se desarrollan actualmente proyectos
de mejoramiento genético, esencialmente orientados para la obtencién de materia prima de mejor
calidad para la industria de pasta para papel.

En estos programas de mejoramiento, en que es necesario el andlisis de muchas muestras, la
introduccién de parametros como la composicién quimica de la madera induce al desarrollo de métodos
expeditos de caracterizacion, reproducibles y de bajo costo, una vez que los métodos tradicionales son
lentos, requieren mucha mano de obra y son de elevado costo (Rodrigues, 1998).

Las alteraciones, tanto de la estructura macroscépica, como de la composicién quimica, pueden
resultar de condiciones anormales de crecimiento, y pueden estar también asociadas a la formacién de
lefio juvenil y adulto, de lefio de inicio y de fin de estacion, etc. (Rodrigues, 1998).

Las ligninas de las maderas de las resinosas (gimnospermas), de las frondosas (angiospermas,
dicotiledéneas) y de las gramineas (angiospermas, monocotiledéneas) difieren en su contenido en
unidades precursoras — guaiacilo (G), siringilo (S) y p-hidroxifenilo (H) (Fengel y Wegener, 1984;
Pereiraetal., 2003). A pesar de la variabilidad observada en la composicion de las ligninas, las maderas
de las resinosas, frondosas y gramineas presentan, tendencialmente, ligninas de los géneros G, GS y
HGS, respectivamente (Fengel y Wegener, 1984).

Poco se conoce sobre la variabilidad de la composicion estructural de la lignina en términos de la
relacion H/G (p-hidroxifenilo/guaiacilo) en resinosas, y de pino en particular, y menos atn se sabe
sobre el impacto de esta variabilidad en la produccién de pastas para papel. Se sabe, no obstante, que
las frondosas son mas faciles de deslignificar debido a la composicion estructural de la lignina. El
desconocimiento en relacion a la composicién estructural de la lignina resulta, en gran parte, del
hecho de que los métodos quimicos (himedos) mas frecuentemente usados para el andlisis de la
composicién de la lignina (tioaciddlisis y oxidacién por permanganato), resultan mas adecuados para
el andlisis estructural cualitativo que para el andlisis cuantitativo.

Para estudios de este tipo se estan aplicando técnicas modernas, no destructivas, como es el caso de
la Pir6lisis analitica. Sélo recientemente ha tenido algiin desarrollo esta técnica para el analisis
cuantitativo (Rodrigues et al, 1999; Kuroda et al, 2002). También es muy reciente que comienzan a
compararse estos resultados obtenidos mediante pirélisis, con los métodos de referencia, particularmente
con el contenido de lignina obtenido por pirdlisis analitica y por el método Klason (Alves, 2004). Por
otro lado, esta técnica puede ser empleada como referencia en el estudio de las ligninas cuando ellas
son cuantificadas por otro método fisico- quimico como es la Espectroscopia Infrarroja (Alves et al,
2006).

Pir6lisis es un término de origen griego que significa “descomponer por el calor” y consiste en
quebrar térmicamente y en ausencia de oxigeno, los enlaces de macromoléculas, de modo que se
obtengan moléculas de menor masa, que van a ser separadas por cromatografia gaseosa (GC) e
identificadas por espectrometria de masa (MS). Normalmente, esto es conseguido por intermedio de
un calentamiento rdpido en una atmdsfera inerte o al vacio (Galletti, 1995). Generalmente, la pirdlisis
se realiza a temperaturas mayores de 250 — 300°C, mds frecuentemente entre 500°C y 800°C.
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La pirdlisis analitica presenta las siguientes ventajas (Meyer y Faix, 1992):

1. la cantidad reducida de muestra necesaria (aproximadamente 75 pg);

2. la simplicidad de preparacién de las muestras, una vez que solo tienen que ser sometidas a secado y
molida;

3. el reducido periodo de tiempo que el andlisis requiere (de escasos minutos hasta una hora y treinta
minutos);

4. la facil identificaciéon de los productos de la pir6lisis, una vez que ya existen compilaciones
disponibles.

Pinus caribaea var caribaea es la especie maderera mas abundante en la provincia de Pinar del
Rio, mostrando diferencias en distribucidn y crecimiento para los distintos sitios de plantacién. Para
establecer un mejor manejo de la especie y la utilizacion de este recurso maderero con fines industriales,
es importante conocer de la variacion de las propiedades quimicas, referidas a los contenidos de
polisacaridos y lignina y la variacién de estos segun las localidades de procedencia.

Objetivo

Con el presente trabajo se pretende dar a conocer resultados novedosos en la aplicacién de métodos
no destructivos al estudio de la madera, particularmente la aplicacion de la pirdlisis analitica para la
determinacion del contenido y la calidad de la lignina de Pinus caribaea var caribaea en tres localidades
de la provincia de Pinar del Rio, Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio se utilizaron muestras de madera de Pinus caribaea var caribaea, de plantaciones
de 29 afios de edad, provenientes de tres localidades de la provincia de Pinar del Rio, Cuba:
Cajalbana, Marbajita y Malas aguas (figura 1). Fueron derribados 15 arboles, 5 para cada localidad.
En cada tronco fueron separados discos con 5 cm de espesor a 1,30 m de altura (5 x 3 =15
muestras).

‘ Localidades ‘
T
[ | 1
1 - Cajalbana ] [ 2 - Marbajita ‘ [ 3 - Malas Aguas
[ l |
5 arboles 5 arboles 5 arboles
Discosa1,30 m Discosa 1,30 m Discos a 1,30 m

5 arboles
Discos a 5, 15, 25, 35, 55 y 65%
de la altura total

Figura 1:. Toma de las muestras
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Adicionalmente, para estudiar la variabilidad entre arboles y a diferentes alturas de un mismo
arbol, se derribaron otros cinco arboles de la localidad de Marbajita y se obtuvieron discos a seis
alturas del fuste, excepto en un drbol que originé solamente cinco discos (5 x 6 = 30; 30 -1 = 29
muestras).

Asi se obtuvo un total de 44 muestras. (15 + 29 = 44). De cada disco se retiré una pieza central,
midiendo 2 cm a cada lado de la médula y fueron trasladadas al Instituto de Investigacién Tropical de
Lisboa. Las muestras fueron posteriormente cortadas como se muestra en la figura 2.

Figura 2:. Corte de las muestras

Una seccidn triangular se utilizé para el andlisis quimico. Las muestras fueron molidas en un
molino de cuchillas Retsch modelo SM 2000 y posteriormente en un molino Thomas, obteniéndose
particulas < Imm.

La madera molida fue extraida en un sistema de tres disolventes con aumento de gradiente de
polaridad (diclorometano, etanol, agua), en equipos de extraccion Soxhlet. Después de la extraccién
se secaron las muestras en estufa durante aproximadamente 12 horas a 60°C y se mantuvieron en un
desecador con pentéxido de difésforo al vacio hasta que volvieran a ser molidas, en molino
ultracentrifuga de la marca Retsch ZM-100 con tamiz de malla 0,12 mm, siendo nuevamente colocadas
en un desecador con pentéxido de difésforo al vacio.

Se pesaron 75 t 2 ug de cada muestra en una barqueta de cuarzo, usando una balanza Mettler
AT21 con una precision de 1ug.

La pir6lisis fue efectuada en una cdmara de pirdlisis de marca Chemical Data System (CDS) 1000
acoplada a un cromatdégrafo gaseoso modelo HP 5890 serie II, a través de una interface calentada a
270 °C. El pirolisado fue separado en una columna capilar DB1701 de 60 m con 0,25 mm de didmetro
interno y 0,25 um de espesor. La temperatura de pir6lisis fue de 650 °C durante 10 s, con tiempo de
subida de aproximadamente 800 ms. Las condiciones del cromatdégrafo gaseoso fueron las siguientes:
inyector a 270°C, detector a 270°C y una razén de separacion (split) de 1/20; programa de temperatura
- 45°C durante 4 min, seguido de una tasa de calentamiento de 4°C/min hasta alcanzar 270 °C, donde
permanecié durante 6 min. Los productos de la pirdlisis fueron detectados por un detector de llama
(Py-GC-FID).

La cuantificacién de los productos de la pirdlisis se basé en el cdlculo de las areas de sus picos,
donde h representa la sumatoria de las dreas de los picos derivados de grupos p-hidroxifenilo, g la
sumatoria de las dreas de los picos derivados de grupos guaiacilo, cP la sumatoria de las dreas de los
picos de los marcadores de las pentosas, cH la sumatoria de las dreas de los picos de los marcadores de
las hexosas y ¢ la sumatoria de las areas de los picos de los polisacdridos no atribuibles ni a pentosas
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ni a hexosas (Rodrigues et al., 1999). La informacién que proporciond la pirdlisis analitica se obtuvo
en forma de pirogramas a través de los cuales se realizaron los célculos, utilizando el software HP GC
ChemStation (1990 — 1996).

El contenido de lignina Klason se realiz6 segiin Schwanninger et al., 2002. La hidr6lisis se inicid
con la adicién de 5 mL de 4cido sulftrico al 72% a 333 mg de madera molida, libre de extractivos,
durante dos horas en un bafio de agua a 20°C. A continuacion, siguié una segunda hidrélisis diluyendo
el 4cido a 3% y colocando la mezcla en una autoclave a 120°C durante 1 hora. El residuo insoluble en
acido, filtrado en filtro G3 correspondid a la lignina Klason.

Fue utilizado el software STATISTICA 6.0. para el andlisis estadistico de los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 3 se muestra un pirograma tipico de los que fueron obtenidos para la especie Pinus
caribaea var caribaea donde estan sefializados los picos mas importantes con la informacién que ellos
ofrecen. Todos los pirogramas obtenidos presentan los mismos picos, varia Unicamente la proporcion
relativa entre ellos.

Los resultados derivados del andlisis de todos los pirogramas se tradujo en los cdlculos de los
contenidos de los grupos de compuestos mas importantes como se explicé anteriormente. Se obtuvieron
pirogramas semejantes a los obtenidos para otras especies de coniferas (Alves, 2004). El contenido de
lignina fue calculado como el cociente entre la sumatoria de las areas de los productos h 'y g y la
sumatoria de las dreas de todos los productos identificados (c+cP+cH+g+h).

Los productos eluidos en los primeros 29 minutos del pirograma son moléculas pequefias de origen
polisacarido, como el formaldehido, el acetaldehido, el propanal, la propanona y el acido acético. A
partir de ese momento, el pirograma es dominado por productos derivados de la lignina, siendo el
primer componente el fenol (45,h), un derivado del hidroxifenilpropano. Los productos eluidos en los
ultimos 10 minutos tienen origen guayacilico, con excepcion de dos, la levoglucosana (96,cH) (= 49
min.) originaria de la celulosa, y un azicar anhidro (51,c) (= 52 min.). Es de notar que no fueron
detectados productos de origen siringuilico.

Los contenidos de lignina asi determinados se muestran en la tabla 1. Al andlisis estadistico, no

existen diferencias significativas entre los contenidos de lignina entre las localidades, determinados
por pirdlisis analitica (tabla 2).
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Figura 3. Pirograma tipo de madera de Pinus caribaea var caribaea

Con el objetivo de comparar los resultados del contenido de lignina obtenidos por pirdlisis analitica
se utiliz6 como referencia el método Klason. Se determiné el contenido de lignina a las 15 muestras
representativas de las localidades y adicionalmente a 8 de las correspondientes a las diferentes alturas
de lalocalidad de Malas aguas. En la tabla 1 se comparan los valores del contenido de lignina obtenidos
mediante la pirdlisis analitica con los obtenidos por el método tradicional (lignina Klason) para las tres

localidades.

Tabla 1. Comparacién del contenido de lignina por Klason y por pir6lisis analitica

Lignina Klason Lignina - pir6lisis
Cajalbana  Marbajita Males Cajalbana  Marbajita elie
aguas aguas
X 26,6 26,4 28,6 24.9 24.8 25,7
SD 0,9 1,4 2,0 0,8 1.5 13
CV% 3.5 52 1.2 3.4 6,1 5,0
Minimo 244 25,4 25,8 22.5 23,6 23.5
Méximo 27,6 28,0 314 26,3 25,8 26,8
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Tabla 2. Analisis de varianza para contenido de lignina

Origen de la Grados de Suma de Media de la suma
variacion libertad cuadrados de los cuadrados F F
Entre localidades 2 0,73 0,36 0,23 0,80
Residual 12 19,0 1,58

(Diferencias significativas p<0,05)

En la figura 4 se presenta la correlacion entre el porcentaje de lignina Klason y la determinada por
pirdlisis analitica para 23 muestras por ser el nimero maximo de muestras a las cuales se les realiz6 la
determinacion por Klason. Se obtuvo una correlacion aceptable (R? = 0,765) lo cual permite estimar el

contenido de lignina Klason en madera molida de Pinus caribaea var caribaea usando este modelo de
regresion simple.

29

2g | ¥ =0.5541x +9.9638
RZ2=0.765

27
26 -
25
24

Lignina - pirdlisis (%)

23

22

24.0 26.0 28.0 30.0 32.0 34.0
Lignina Klason (%)

Figura 4. Correlacién entre lignina Klason y lignina- pirdlisis

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos sobre la calidad de la lignina, expresada por la
relaciéon H/G, los cuales se obtuvieron del andlisis de los pirogramas para las tres localidades. Las
muestras estudiadas presentan un valor promedio de la relacion H/G de 0,050, cercano al encontrado

para Picea abies e inferior al reportado para Pinus taeda (0,140) (Fengel y Wegener, 1984) y para
Pinus pinaster (0,061) (Alves, 2004).

Estos autores han verificado que las muestras con contenido de lignina Klason y relaciones H/G
mas elevadas, correspondian a muestras que presentaban lefio de reaccidn; cabe destacar que las muestras
de madera de Pinus caribaea utilizadas en este estudio no se encontré presencia de lefio de reaccion.
El lefio de reaccién de las resinosas, ademds de presentar mayor contenido de lignina que el lefio
normal, presenta mayores cantidades (70 %) de unidades de p-hidroxifenilo (H), en relacién al area
total de los productos de la lignina (Sarkanen, 1971; Fengel y Wegener, 1984).
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Tabla 3. Variacion de la relacién H/G por localidades

Localidad Relacion H/G
x SD cV
Cajalbana 0,047 0,003 6,2
Marbajita 0,052 0,004 7,8
Malas Aguas 0,053 0,008 14,4

Por el andlisis estadistico no se observan diferencias significativas para la
localidades como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Analisis de varianza para la razén H/G

relacion H/G entre las

Origen de la Grados de Suma de Media de la suma

variacion libertad cuadrados de los cuadrados
Entre localidades 2 0,0001 0,000056
Residual 12 0,0004 0,000031

(Diferencias significativas p<0,05)

Enla figura 5 se comparan mediante diagrama de médximos y minimos, el contenido de la relacién
H/G determinado en madera de Pinus caribaea var caribaea con los resultados obtenidos para otras

especies de coniferas por Alves (2004).

0.12

o Media [_]+SD _]_ Min-Max

0.11
0.10

0.09

0.08

H/G

0.07

0.08 ) T
i

005

0.04 —]— e

003

Pinus pinaster Pirus mdiata
Picea ables Pinus carbaea

Figura 5. Comparacion de la relaciéon H/G de madera de P Caribaea var

caribaea con la de otras pinéceas.
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CONCLUSIONES

- En el trabajo realizado se aplicé la pir6lisis analitica para la determinacién del contenido y la
composicion de la lignina en madera de Pinus caribaea var caribaea procedentes de tres localidades
de la provincia de Pinar del Rio y no se apreciaron diferencias significativas entre las localidades para
las magnitudes estudiadas.

- Este estudio revel6 que la pirdlisis analitica puede usarse para evaluar el contenido de lignina en
madera de Pinus caribaea var caribaea con una precision comparable al método de referencia (método
Klason).

- La pir6lisis analitica, a pesar de ser un método fécil de ejecutar, es muy sensible a pequefias alteraciones
del método experimental a aplicar. Este estudio constituye un primer acercamiento a una técnica muy
util para ensayos de grandes cantidades de muestra y especialmente para la industria de pulpa para
papel, donde la relacién H/G puede significar un indicador en el proceso productivo en cuanto a la tasa
de deslignificacion.

NOTA

# Investigacion realizada en: Centro de Estudio de Ingenieria Forestal. Instituto Superior de Agronomia.
Universidad Técnica de Lisboa. Portugal.
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