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Introduccién

1.

INTRODUCCION

El presente trabajo de tesis se enfoca en uno de los residuos forestales mas abundante
generados hoy en dia, la lignina. Los resultados que se obtengan acerca de su
composicion son de gran interés para lograr un uso sustentable que permita incorporarla
a un proceso de biorrefineria integrada.’? Asimismo, esta tesis plantea el uso de distintas
estrategias sintéticas para la preparacion de modelos de lignina que a su vez puedan ser
utilizados como posibles bloques de construccion de otra variedad de moléculas.

La posibilidad de obtener compuestos de mayor valor agregado a partir de un residuo
industrial es uno de los desafios mas importantes hoy en dia. Actualmente, se producen
a nivel mundial un promedio de 70 millones de toneladas de lignina como subproducto de
la produccion de pulpa de celulosa, la cual es en su gran mayoria quemada para producir
la energia necesaria para el funcionamiento de la fabrica.> Lograr un mejor
aprovechamiento de la misma y de otras materias primas residuales, es un desafio que
se plantea como una estrategia que permita alcanzar una economia global sustentable
(Figura 1).

B '
Biorrefineria W i ubi
]

Biomasa

Cenizas recicladas

Papel reciclado

Reciclaje luego de su uso

Figura 1: Biorrefineria integrada a partir de una planta de produccion de pulpa de
celulosa.*

El Licor Negro (LN) es el residuo que se genera durante la produccion de pulpa de
celulosa mediante el proceso Kraft (proceso por el cual la celulosa se separa de otros
componentes de la madera) y su composicion es mayoritaria en lignina (~37%) y
hemicelulosa (~23%), ademas de los compuestos inorganicos provenientes del proceso.
La mayoria de las empresas utilizan actualmente el proceso Kraft para separar la celulosa
de la lignina y otros componentes de la madera, como las empresas UPM y Fanapel
instaladas en nuestro pais.’ Este proceso es muy eficiente, ya que recupera los
compuestos inorganicos ingresados al ciclo, generando energia con el material restante
presente en la madera, a través de su quemado en una caldera. Encontrar un uso mas
rentable de estos desechos es un objetivo de interés dentro de la investigacién en el area

Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparacién de modelos de ligninay estructuras

relacionadas con potencial sintético. 2



Introduccion

forestal. Para ello es importante lograr un conocimiento de la lignina residual que otorgue
informacion acerca de estructuras y grupos funcionales presentes en la misma.

La lignina es un heterobiopolimero con una estructura tridimensional compleja, formada a
partir de tres mondmeros llamados monolignoles (alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico
y alcohol sinapilico, Figura 2). Se encuentra presente en todas las plantas, pero es
mayoritaria en plantas lefiosas, tanto las de maderas duras como blandas. Junto con la
celulosa y la hemicelulosa, conforman la pared celular de las mismas y le otorgan sostén.

) = Hemicelulosa

OMe

alcohol p-cumarilico alcohol coniferilico  alcohol sinapilico

Figura 2: Estructura de lignina y monolignoles que la componen.

Aunque existe una aproximacion estructural del biopolimero que data de 1939, descrita
por Brauns,® su estudio se continia hasta el dia de hoy, debido a la gran variabilidad
estructural de una planta a otra. Asimismo, durante los procesos de deslignificacion de la
madera, la lignina no solo se separa de la celulosa, sino que también sufre una
despolimerizacion y otras modificaciones quimicas, como oxidacion de grupos
funcionales. Las ligninas obtenidas luego de los procesos de deslignificacion se llaman
ligninas técnicas (siendo la lignina Kraft una de ellas), y se encuentran en constante
estudio para conocer su composicion y lograr el aprovechamiento de las mismas.

El hecho de que la instalacion de plantas de produccion de pasta de celulosa se encuentre
en crecimiento hoy en dia en nuestro pais, hace que la investigacion en el tema contribuya
a un conocimiento mas amplio sobre las ligninas generadas durante el proceso Kraft
(lignina Kraft), y por ende a un mejor aprovechamiento de las mismas.

Es asi que se plante6 un estudio de las ligninas Kraft producidas en nuestro pais,
utilizando las metodologias disponibles y comunmente aplicadas para su analisis
estructural.”® En este trabajo se describen una variedad de técnicas analiticas para el
estudio de las ligninas, entre las que se pueden enumerar: resonancia magnética nuclear
(RMN) uni- y bidimensional,'®'" espectroscopia de infrarrojo (IR),'? espectroscopia
ultravioleta (UV), pirolisis,'® cromatografia de exclusion molecular, entre otras.™ Nuestro

Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparacién de modelos de lignina y estructuras
relacionadas con potencial sintético. 3



Introduccién

grupo de trabajo cuenta con una amplia experiencia en RMN, IR y UV, pero la pirdlisis es
una técnica que aun no habia sido utilizada en nuestro laboratorio. Por lo tanto, el uso de
la misma en este trabajo, no solo contribuyé a una mayor informacion sobre el biopolimero
estudiado, sino que también generd experiencia en el uso de nuevas técnicas analiticas.

La lignina Kraft se puede extraer en forma sencilla y eficiente desde el LN que la contiene
mediante una disminucion del pH que provoca su precipitacion, asi como una separacién
del medio, basada en el tamafio molecular de los fragmentos obtenidos.'®"” Una vez
aislada, se puede utilizar cualquiera de las técnicas anteriormente mencionadas para
estudiar su composicion. Sin embargo, el hecho de que se trate de una mezcla compleja
de compuestos hace necesaria la busqueda de procedimientos que permitan obtener
fracciones mas simples, que no impliquen nuevas modificaciones quimicas. Para ello, se
ha descrito la precipitacion selectiva mediante disminucion del pH, asi como el uso de
disolventes organicos de distinta polaridad para extraer fracciones con distintas
caracteristicas.'®'®

Un procedimiento alternativo para estudiar la composicion y estructura de las ligninas
consiste en su degradacion. Existen una variedad de metodologias para degradar la
lignina, siendo las mas eficientes y que brindan mayor informacion, la oxidacion mediante
nitrobenceno y la pirdlisis; ambas ofrecen una aproximacion de unidades p-hidroxifenilo
(H), guaiacilo (G) y siringilo (S) presentes.

El uso de hongos provenientes de la madera, o sus enzimas aisladas (lacasas y
peroxidasas), ha sido también uno de los métodos mas estudiados para la
despolimerizacion de lignina.' En los ultimos afios se ha incrementado la busqueda para
encontrar otro tipo de organismos que logren dicho objetivo, como por ejemplo bacterias.?°
Asimismo, el empleo de los hongos de la madera se centra en la posibilidad de su uso
para degradar los desechos lignocelulésicos a productos de bajo impacto ambiental.

La sintesis de modelos es también una herramienta muy utilizada, para comparar los
resultados analiticos de los mismos con los de la lignina natural o sus extractos parciales.
Esto suele contribuir a un mejor entendimiento de los datos estructurales obtenidos.?'-??

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado la sintesis de derivados fenilpropanoides mediante
el uso de la reaccidon de Knoevenagel-Doebner, aportando informacién acerca del
mecanismo de dicha reaccién, en relacién a los benzaldehidos de partida utilizados y las
condiciones de reaccion ensayadas (Esquema 1).23

COOR,
CHO A
COOH Piridina , piperidina
AN
+ X + + (e{0)] + H,0O
| S COOR, N 2 2
R1 R1
R4=H, OH, OMe, NO,, Br
R,= H o Et

Esquema 1: Sintesis de derivados fenilpropanoides.?

La reaccion se llevd a cabo en presencia de piperidina como organocatalizador,
obteniéndose los productos deseados de forma muy eficiente. El término organocatalizador
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fue introducido en 2000 por MacMillan y desde entonces, la organocatalisis representa un
area muy atractiva dentro del campo de la investigacion en quimica organica.?2°

Asimismo, la sintesis de modelos que contengan los tipos estructurales presentes en la
lignina, es interesante para estudiar la reactividad de los enlaces formados (Esquema 2).
Durante la biosintesis de la lignina, los monolignoles se unen mediante varios tipos de
enlace. Entre los mas abundantes se encuentran: 3-0O-4, -5 (a-O-4), B-B resinol, bifenilo
5-5’y difeniléter 4-O-5'. Durante el proceso Kraft los enlaces del tipo éter suelen romperse
mientras que los C-C se mantienen intactos. Obtener modelos que los contengan, permite
un mayor entendimiento sobre las reacciones que estos enlaces pueden sufrir durante los
procesos de deslignificacion, y otorga informacion para construir una base de datos de
acoplamientos C-H en RMN bidimensional (HSQC).

Esta base de datos permite realizar un estudio comparativo con los resultados obtenidos
de las distintas fracciones de lignina extraidas, y de esta forma lograr un mayor
conocimiento de las mismas.

OMe
CHO

OMe

CHO CHO
O.__OEt
o R, HO Ri
—_—
., HO
OH OH
Ry R R
1
OBn HO
OH
OH
= o«
MeO B% %B OMe
B —— \u"ao
OMe HO
OH
HO alcohol
OMe coniferilico

Esquema 2: Sintesis de modelos de lignina con diferentes tipos de enlaces.

Para la sintesis de estos modelos pueden utilizarse tanto reactivos quimicos como
enzimas aisladas. Las lacasas y peroxidasas son responsables de algunas etapas de la
biosintesis de la lignina en la madera, y también de su degradacion. El uso de las mismas,
como biocatalizadores para lograr sintetizar modelos de lignina es una estrategia utilizada
por varios autores.?%%’

El aporte de cada uno de los aspectos mencionados, se unen con el objetivo de lograr
recuperar un desecho industrial con alto contenido de moléculas de interés (compuestos
aromaticos), para ser utilizado como materia prima de nuevos compuestos de mayor valor
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agregado. Conocer la composicion de las ligninas Kraft producidas en Uruguay es
importante para lograr un uso rentable y sostenible de las mismas, que permita utilizarlas
como materia prima renovable.
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2. ANTECEDENTES

2.1. BIOMASA FORESTAL Y SU USO A NIVEL MUNDIAL

La biomasa es una de las fuentes de energias renovables mas utilizadas en el mundo hoy en
dia, verificandose un incremento del uso de la misma en los ultimos afos. Por su parte, la
biomasa proveniente del area forestal es una de las fuentes de energia mas promisorias, ya
que la economia energeética y los beneficios medioambientales que surgen del uso de la
misma la hacen altamente conveniente. Adicionalmente, no solo puede ser utilizada como
fuente de energia sino que también es utili como materia prima para una variedad de
compuestos de interés.

La biomasa forestal esta compuesta mayoritariamente por carbohidratos complejos y lignina,

producidos a través de procesos fotosintéticos. Hasta el momento, ha sido utilizada para la
produccién de biocombustibles y productos de mayor valor como adhesivos, disolventes,
plasticos, tintas y lubricantes, entre otros. Existen dos tipos de biomasa forestal: la natural,
que es la producida en la naturaleza sin ninguna intervencién humana, y la residual que es la
proveniente de residuos de actividades forestales o de la industria de la madera. La mayor
parte de esta biomasa proviene de la madera, siendo la composicién de la misma entre un
40-50% de celulosa, un 25-30 % de hemicelulosa, un 20-30% de lignina y un 2-5% de material
extraible como ceras, resinas, etc.(Figura 1).’

ELignina

25-30% 20-30%
® Celulosa

uExtraibles (ceras,
resinas, etc.)

40-50%

#Hemicelulosa

Figura 1. Composicion de la madera.

Uno de los desafios mas significativos para la humanidad en el siglo XXl es el desarrollo de
una economia global sustentable, desafio que de hecho requiere de procesos eficientes
donde se aprovechen al maximo las materias primas. Las presiones sociales vy
gubernamentales respecto a la polucién ambiental, la necesidad de conservacion de los
recursos para satisfacer los requerimientos crecientes de compuestos naturales, y el apremio
por generar nuevos productos han sido responsables del desarrollo creciente de la
investigacion con miras a la utilizacion de materias primas renovables.?

Asi, se encuentra planteado el desafio de desarrollar nuevas estrategias para la produccion
de materiales que sustituyan las actuales fuentes de productos quimicos, provenientes
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fundamentalmente de combustibles fésiles, generando asi procesos ambientalmente
amigables y reduciendo el costo de los mismos.

La conversion de biomasa en productos de alto valor es lo que se conoce como biorrefineria,
un concepto que ofrece una solucién a la dependencia mundial del petréleo, un recurso no
renovable. A través de la produccion de multiples productos de interés, las biorrefinerias son
capaces de aprovechar los componentes presentes en la biomasa, maximizando su valor y
disminuyendo concomitantemente los desechos derivados de la misma.®*

En nuestro pais la industria forestal se ha incrementado en los ultimos afios, siendo la
industria de procesado de pulpa de celulosa el principal consumidor de los productos
forestales primarios. Actualmente, la produccion mundial de pulpa de celulosa se encuentra
entre 130 y 150 millones de toneladas por afio, mientras que a nivel nacional la empresa
UPM, localizada en Fray Bentos, esta actualmente entre las dos de mayor capacidad de
produccién (Tabla 1).°

Domtar (USA/Canadd) Ashdown (AR, USA) 747
Plymouth (NC, USA) 438
Windsor (QC, Canada) 447
UPM (Finlandia) Fray Bentos (Uruguay) 1100
Kaukas (Finlandia) 740
Pietarsaari (Finlandia) 790
Metsa-Botnia Husum (Suecia) 700
Jutseno (Finlandia) 670
Rauma (Finlandia) 630
Arauco (Chile) Ranquil (Chile) 1027
Arauco (Chile) 790

*odw=peso seco en estufa

Tabla 1: Capacidad de produccion en distintas plantas de procesado de pulpa de celulosa a
nivel mundial.®

Dentro de la biomasa forestal, la lignina es uno de los componentes mas abundantes y
versatiles. Actualmente aproximadamente un 98% de este material se quema en las fabricas
de produccion de pasta de celulosa, en una etapa de recuperacion de energia, restando sélo
un 2% que se explota comercialmente para la produccion de productos de mayor valor
agregado.® No obstante, el uso de biomasa para la produccion de biocombustibles es un
objetivo que se ha incrementado en los ultimos afios. Hoy en dia, la produccion en la primera
planta instalada de obtencion de etanol a partir de celulosa, es de 75 millones L/afio.”

Estos antecedentes, la necesidad de encontrar una alternativa sustentable a la dependencia
del petrdleo, y las grandes cantidades de biomasa generadas a nivel mundial, hacen de éste
uno de los campos mas prometedores y en crecimiento dentro de la investigacion en materias
primas renovables.
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2.2. LIGNINA: BIOSINTESIS Y PROCESOS DE EXTRACCION

2.2.1. Biosintesis de lignina

La lignina es un biopolimero complejo, ramificado y amorfo, con una composicion variable
dependiendo de la fuente natural de donde provenga. La misma esta presente en todas las
plantas, siendo unica debido a su complejidad y no habiéndose logrado hasta el momento
definir una estructura primaria uniforme. El problema de una definicion estructural de la misma
se encuentra en la variedad de estructuras que la forman, en la materia prima de la cual
provenga y en la forma de extraccién. Junto con la celulosa y la hemicelulosa componen la
pared celular vegetal, y le dan soporte mecanico, asi como también son importantes en el
transporte de agua y en la defensa contra patégenos en plantas vasculares.®® Un modelo
estructural aceptado hoy en dia (Figura 2), puede resumirse en una serie de mondmeros
unidos entre si mediante algunos enlaces caracteristicos.

Figura 2: Modelo estructural de lignina.®

A pesar de su compleja estructura, la lignina puede ser racionalizada como un producto que
polimeriza a partir de tres unidades monomeéricas derivadas de fenilpropano. Estas se forman
a partir de L-fenilalanina, y los estudios realizados hasta el momento reconocen una variedad
de enzimas como las responsables del proceso biosintético. Este involucra la hidroxilaciéon
del anillo aromatico, seguido por metilacion y transformaciones a nivel de la cadena lateral
(Esquema 1).8° Sin embargo, el proceso de formacién de la lignina en cada una de las
plantas, es algo que se encuentra en continuo estudio, intentando determinar nuevas rutas
biosintéticas. Recientemente se ha descrito alguno de los avances dentro de la ingenieria

Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparacién de modelos de lignina y estructuras
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genética, intentando controlar la biosintesis de lignina con el fin de obtener una lignina de
estructura mas sencilla.”
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Esquema 1: Biosintesis propuesta para la lignina.® Enzimas involucradas: PAL: L-Fenilalanina amonio-liasa; C4H: cinamato 4-
hidroxilasa; 4CL: 4-cumarato-CoA ligasa; CCR: cinamoil-CoA reductasa; CAD: Cinamil alcohol deshidrogenasa; HCT: p-
hidroxicinamoil-CoA: quinasa shikimato p-hidroxicinamoiltransferasa; C3H: p-cumarato 3-hidroxilasa; CCoAOMT:cafeoil-CoA O-
metiltransferasa; CSE: Cafeoil shikimato esterasa; F5H: ferulato 5-hidroxilasa; y COMT: Acido cafeico O-metiltransferasa.
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Las unidades fenilpropano que se muestran en la esquema 1, conocidas como
“monolignoles”: alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico, se combinan
mediante polimerizacién oxidativa, generando estructuras di-, tri-, oligo- o polimércas.%?
Cada uno de estos monolignoles da lugar a las diferentes unidades de lignina, llamadas p-
hidroxifenilo (H), guaiacilo (G) y siringilo (S) respectivamente, cuando son parte del
biopolimero. Estas unidades son las mas abundantes pero no las Unicas presentes en la
lignina.

La cantidad y la composicién de las ligninas en los diferentes tipos de plantas, varia segun la
taxonomia, los tipos de células, las condiciones de crecimiento y los afos de la planta. Entre
las ligninas provenientes de la madera podemos encontrar dos grandes grupos. Por un lado,
las que provienen de maderas blandas, y practicamente estan compuestas por unidades G,
y aquellas que provienen de maderas duras, y su composicion es mayoritaria en unidades S
y G. Las unidades H son minoritarias en ambos tipos de madera (Tabla 2).

Alcohol p-cumarilico  Alcohol coniferilico Alcohol sinapilico

Maderas blandas <5 >95 0
(coniferas)
Maderas duras 0-8 25-50 45-75

(Eucotiledbneas)

Tabla 2: Porcentajes de monolignoles presentes en las ligninas de distintos tipos de
maderas.®

La biosintesis de lignina comienza con la sintesis de los monolignoles. Estos son sintetizados
y transportados a la pared celular, donde polimerizan de forma aleatoria, mediante un
mecanismo de radicales libres mediado por enzimas que pueden ser peroxidasas y/o lacasas,
generando variedad de uniones en el biopolimero.2'® La abundancia relativa de estas
uniones, depende de la contribucion de cada uno de los monolignoles, asi como también del
impedimento estérico y de las interacciones quimicas durante el crecimiento de la pared
celular.

Los enlaces que pueden formarse, aunque variados, son limitados y dependen de cual sea
el monolignol de partida. Los diferentes radicales libres que se generan durante la
polimerizacion pueden situarse en la posicion (3 del doble enlace, en el radical hidroxilo, o en
las posiciones aromaticas C4, C3 y Cs, dependiendo de los sustituyentes sobre el anillo
aromatico (Esquema 2).

HO HO HO HO HO
B
AE N A x 3 S: R;=-OMe R,= -OMe
6 N 2 . e G: Ry= -OMe Ry= H
: i «H" +e) | - > -— - H: Ri=R,=H
Peroxidasa
R; T Ry R; ! Ri  Ry® R R; R, R; R,
0 o] o o |

Esquema 2: Radicales que pueden formarse durante la biosintesis de lignina.™
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El proceso de polimerizacion comienza con el acoplamiento de los radicales libres generados
en cada una de las estructuras resonantes. La formacion de un intermedio reactivo
denominado metiluro quindnico ayuda en este acoplamiento.' El ataque nucleofilico por
agua, alcoholes o grupos hidroxilo fendlicos al intermedio, genera un dilignol. Los dilignoles
generados sufren acoplamientos posteriores conduciendo al polimero resultante. El enlace
mas favorecido es el que involucra el radical en la posicion  de los monolignoles, debido a
una mayor estabilidad energética. Asimismo, es posible la formacion de otros tipos de
enlaces, ademas de los formados por los radicales libres, lo que da lugar a la amplia variedad
de interconexiones presentes en la lignina.

A pesar de los estudios realizados para conocer mas a fondo la biosintesis de la lignina, hasta
el momento no se sabe si existe o no un control en el proceso de polimerizacion. Sin embargo,
la mayoria de los estudios se inclinan hacia una mezcla entre un control enzimatico y una
polimerizacion al azar, observando cambios estructurales dependiendo de las condiciones de
crecimiento y edades de las maderas analizadas.'>1516

Entre las principales uniones formadas se encuentran: B-O-4 (B-ariléter) presente en
aproximadamente un 50% en ligninas nativas, mientras que mas de un 12% son unidades -
5 0 a-0O-4 (fenilcumarano).'” En menores porcentajes se encuentran las uniones 5-5’ (bifenilo),
4-0-5' (difeniléter), B-B (resinol) y B-1 (B-arilo) (Figura 3).181°

( )

o

(o)

oWolE
5 4
HO
B O 4 B (0]
OMe HO a
OMe
0.,

l OMe

n

B-ariléter [B-0O-4]

B-arilo [B-1]

fenilcumarano [B-5 (a-0-4)]

resinol [B-B]

bifenilo [5-5]

dibenzodioxocina [5-5/B-0-4 (a-0-4)]

Figura 3: Principales unidades estructurales en la lignina. Los enlaces resaltados son
aquellos que se forman en las reacciones de acoplamiento radicalario.

La abundancia relativa de las diferentes uniones depende de la contribucién de cada
monomero durante el proceso de polimerizacidn. Las ligninas compuestas mayoritariamente
por unidades G (maderas blandas) contienen uniones mas resistentes a procesos quimicos
como: B-5, 5-5, y 4-O-5. Por su parte, las ligninas compuestas mayoritariamente por unidades
S (maderas duras), no tienen la posibilidad de generar uniones a través del Cs del anillo
aromatico, por lo que el porcentaje de estas uniones sera menor.
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La abundancia y disponibilidad de lignina en la biomasa forestal, su degradacion, los procesos
de extraccion, asi como los procesos posteriores para su aprovechamiento, siguen siendo
actualmente objeto de estudio. La variabilidad estructural de este biopolimero hace dificil
elaborar un proceso eficiente para el aprovechamiento de la misma, ademas de su uso actual
como fuente de energia.

2.2.2. Extraccién y aislamiento de lignina de distintas plantas

El aislamiento de lignina nativa sin modificaciones no es posible debido a su insolubilidad en
los diferentes disolventes disponibles, lo que hace necesario el uso de técnicas mas drasticas
para su extraccion de la madera. La separacién de la lignina de la celulosa se define como
“deslignificacion” y es uno de los desafios mas complejos en la industria papelera. Existen
una variedad de procesos de deslignificacion que han sido mejorados con el correr de los
afios, con el fin de lograr una celulosa libre de lignina. Estos procesos dan lugar a las que se
denominan ligninas técnicas, con diferentes propiedades dependiendo del proceso utilizado
y el estado de deslignificacion obtenido.

En 1939 Brauns propuso una metodologia para la extraccion de lignina, obteniendo un
extracto al cual denominé “lignina nativa”.2° El procedimiento se basa en las metodologias
clasicas de extraccion de productos naturales; sin embargo el porcentaje de extraccion no fue
bueno y afios mas tarde seria sustituido por la metodologia de Brékman, método que se
conoce como lignina de la madera molida (Milled Wood Lignin: MWL).2! Mediante dicho
procedimiento se logra extraer entre un 20-30% del total de lignina contenida en la planta,
practicamente sin modificaciones, con un contenido de entre 2 a 10% de carbohidratos. 22
También se han desarrollado otros métodos, como extraccion en condiciones acidas (lignina
de Klason), extraccion en condiciones alcalinas (lignina sédica), proceso Kraft, o lignina tipo
sulfito, entre otros. En la tabla 3 se describen alguno de los procesos mas estudiados, asi
como una breve descripcion de la lignina obtenida.
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Lignina de madera

Piloto /

Extraccion de lignina

El porcentaje de

molida (MWL) laboratorio de madera finamente recuperacion de lignina
molida. es de
aproximadamente
25%.
Lignina nativa de Piloto / Extracto etandlico de Bajo porcentaje de
Brauns Laboratorio madera residual recuperacion de lignina
(madera tipo aserrin) y menor peso
molecular que la lignina
MWL
Lignina Kraft Industrial Disolucién quimica Lignina no
de lignina a altas representativa de la
temperaturas y lignina original.
presion Repolimerizacion
durante el proceso.
Lignosulfonato Industrial Disolucion en medio  Lignina de baja pureza
acido. y alto contenido de
azufre, no
representativa de la
lignina nativa.
Lignina Soédica Industrial Disolucion de lignina Lignina insoluble de
en medio alcalino. bajo peso molecular y
bajo contenido de
carbohidratos.
Lignina hidrolizada Industrial / Insoluble, residuos Lignina no
(Klason) Piloto condensables luego representativa de la

de hidrdlisis de
polisacaridos con
acido sulfurico.

original. Método
utilizado para la
determinacion del
contenido de lignina.

Tabla 3:Metodologias de extraccién de lignina (Adaptada de Obts y Kirk 1988).2

De los distintos procesos de extraccion sélo tres se utilizan hoy en dia en la mayoria de las
industrias abocadas a la produccion de pulpa de celulosa. Ellos son: proceso soda, proceso
sulfito y proceso Kraft.

Lignina tipo soda

El procedimiento de extraccion de lignina mediante el uso de hidroxido de sodio es el primer
proceso desarrollado para la produccion de pasta de celulosa, siendo histéricamente el tipo
de lignina industrial mas abundante disponible comercialmente. El mismo se comenzé a
utilizar a nivel industrial en 1853, especificamente sobre fibras como paja, bagazo o cafa de
azucar, entre otras. Hasta principios del siglo pasado, este fue el proceso de eleccion para la
fabricacion de pasta de celulosa, y hasta el dia de hoy alguna de las industrias pasteras de
paises en desarrollo contindia con su uso.

La lignina obtenida por este proceso suele ser de bajo peso molecular, insoluble en agua y
con bajos contenidos de contaminantes como por ejemplo carbohidratos. A diferencia de los
otros dos procesos industriales utilizados, la lignina tipo soda se encuentra libre de azufre,
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por lo que se puede considerar como una lignina mas cercana a la nativa, extraida mediante
procesos industriales.

Lignina tipo sulfito

Este proceso fue desarrollado para la produccion industrial de pasta de celulosa y por muchos
afos fue el principal proceso para la produccion mundial de la misma. Se basa en el uso de
bisulfito de calcio, un reactivo barato que hace al proceso sumamente rentable a nivel
industrial. Sin embargo, en los ultimos 50 afios su uso ha bajado notablemente debido a la
aparicion del proceso Kraft, que permite un mejor aprovechamiento de los residuos sélidos
producidos.

Durante el proceso tiene lugar la ruptura de los enlaces del tipo C-O, asi como la sulfonacion
de las cadenas alifaticas. Aproximadamente entre un 4-8% de azufre es incorporado a las
moléculas de lignina. Asimismo, la lignina se extrae junto con la hemicelulosa y otros
carbohidratos presentes en la madera, por lo que debe ser purificada para utilizarse como
materia prima de otros procesos.

Lignina tipo Kraft

El proceso Kraft es el mas utilizado a nivel mundial en la actualidad. Mediante el mismo, se
obtiene pasta de celulosa y la lignina se extrae junto con contaminantes como hemicelulosa,
carbohidratos y azufre. A pesar del amplio uso de este proceso, la lignina obtenida mediante
el mismo, asi como otros componentes presentes en la madera, sélo se utilizan para producir
energia, y no con otros fines. De esta manera las empresas generan su propia energia y
recuperan los reactivos inorganicos utilizados en el proceso. Asi, las fabricas de pasta de
celulosa son instalaciones con un sistema integrado de reciclaje de productos presentes en
la pasta quimica, y generacion de energia mediante la combustion de los compuestos
obtenidos en el licor residual. El proceso Kraft se describira en detalle en el item siguiente.

Durante los procesos de deslignificacion algunas reacciones son reversibles y tiene lugar una
repolimerizacién y/o condensacion. Todos estos procesos son caracteristicos en las ligninas
técnicas y dependen de las condiciones de deslignificacion (temperatura, pH, tiempo, etc.),
asi como del origen de las mismas. Es asi que estas ligninas, aunque basicamente se
constituyen de los mismos tipos de enlace que las ligninas nativas, suelen tener una
complejidad aun mayor como resultado del proceso.?*%

2.2.3. Proceso Kraft y licor negro (LN)

Tal como se describié anteriormente, los procesos utilizados por las industrias para la
obtencion de la pulpa de celulosa son basicamente tres, y entre ellos, el proceso Kraft es el
mas utilizado actualmente, representando un 85% de la produccion mundial de pulpa de
celulosa.

En un proceso Kraft, una disolucién acuosa de NaOH y Na,S, conocida como licor blanco,
reacciona con los chips (pequefias astillas) de madera a altas temperaturas y presiones en
un equipo llamado digestor. La mezcla se calienta a 170°C durante aproximadamente dos
horas.?® Durante el tratamiento, los aniones hidréxido e hidrosulfuro reaccionan con la lignina,
causando la fragmentacion del polimero en fracciones solubles en medio basico. La
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fragmentacion de la macromolécula procede a través de la ruptura de los enlaces
intermonomeéricos, con la generacion simultanea de grupos hidroxilo, que incrementan la
hidrofilia de la lignina y de sus fragmentos. Como resultado, la solubilidad de los mismos en
el licor de coccion se ve incrementada.?® La lignina resultante del proceso es de menor peso
molecular que la del tipo sulfito, con un menor contenido de azufre (1,5 — 3,0%) y
carbohidratos, asi como también un menor contenido de cenizas residuales.

Esta degradacion ocurre predominantemente mediante la ruptura de los enlaces del tipo -
aril éter y a-aril éter por diferentes mecanismos, lo cual da como resultado un incremento en
los grupos fendlicos, mientras que los enlaces del tipo C-C suelen ser estables en las
condiciones del proceso y no son afectados por el mismo. Los enlaces a-aril éter son
rapidamente escindidos para generar un intermedio metiluro de quinona (metiluro de quinona
se refiere a una estructura quinoide con un grupo metilo) estable. Por otra parte, la ruptura de
los enlaces del tipo a-O-4 genera grupos fendxido que pueden formar intermedios quinonicos,
que mediante una serie de reacciones puede dar un enlace del tipo enol éter estable
(Esquema 3).26 Asimismo, a través de distintos estudios se ha observado una disminucion en
algunos grupos, como hidroxilos alifaticos, carboxilos y estructuras alifaticas saturadas.?”

-0 _0 —0
HO/\CH—O@— HO/CCH_OG HC—O—@—
HCZOR CH &
OR -CH,OH
S - .

.

O) ? (O cl) " O_ (|)

Enol éter

Esquema 3: Formacion de enlace enol éter, a través de un intermedio quindnico.?8

La ruptura de un enlace del tipo B-aril éter en estructuras no fendlicas, se ve favorecida
mediante la presencia de un grupo hidroxilo en el carbono a o y (Esquema 4). Paralelamente,
reacciones de condensacion se ven favorecidas cuando un buen grupo saliente se sitia sobre
el carbono B, promoviendo la participacion de grupos vecinos que provocan la ruptura del
enlace B-arilo.?®

o\C ;1300 0. 0.
v oH; GH
_5/—‘&)H H,CO O/(IZH ~ (IZHOH
] ]@/ “CH O-CH
o -OH
R E— _—
HzCO ! H,CO HsCO
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Esquema 4: Ruptura de enlace B-aril éter.?®

La lignina extraida mediante este proceso se denomina lignina Kraft y se caracteriza por
contar con una variedad de enlaces mayor que la lignina nativa, conteniendo ademas enlaces
sulfuro, provenientes del proceso y distintos contenidos de cenizas, dependiendo de la
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materia prima de la cual provenga.?® Como resultado del proceso Kraft pueden formarse
nuevos tipos de enlace y algunos han sido identificados (Figura 4).
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Figura 4: Ejemplo de alguno de los tipos de enlace encontrados en ligninas Kraft.?42°

Los productos del proceso Kraft son por un lado la pulpa de la celulosa y por otro lado el licor
negro (LN) diluido que contiene las sustancias inorganicas y la mayor parte de la lignina
contenida en la madera. ElI LN es concentrado en una bateria de evaporadores y se envia a
una caldera donde se recuperan los productos inorganicos, que se incorporan nuevamente
en el proceso (licor blanco), mientras que la lignina es quemada para producir energia.®° La
recuperacion de los productos inorganicos se realiza mediante la eliminacién de cenizas y
caustificacion (agregado de CaO) del licor verde, para obtener el licor blanco. De esta forma
el proceso Kraft logra un ciclo cerrado donde se obtiene la pulpa de celulosa, se recuperan
los reactivos inorganicos ingresados al proceso, y se utiliza el total de la biomasa como
biocombustible para generar la energia necesaria para la fabrica (Figura 5).
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Licor negro

Licor negro concentrado
diluido \

Figura 5: Proceso Kraft.

Aunque el proceso completa un ciclo cerrado practicamente sin desechos, cuenta con un
“cuello de botella”, ya que la produccion de la fabrica no puede aumentarse mas alla de la
cantidad de LN que se puede quemar en la caldera. Una corriente de opinién en creciente
desarrollo, sostiene que las plantas de produccion de pulpa de celulosa deberian volcarse
hacia la produccién de bioenergia y fundamentalmente biomateriales ademas de pulpa y
papel, convirtiéndose de esta forma en lo que se denomina “biorrefineria forestal integrada”.®’

Actualmente, los trabajos de investigacion en los cuales se utiliza la biomasa forestal
resultante del proceso Kraft (fundamentalmente LN) como materia prima, buscan utilizar parte
de esta biomasa generada de forma de lograr un aumento en la produccion de la fabrica, sin
comprometer la produccion de pasta de celulosa.®? Ademas, existen una variedad de posibles
aplicaciones tanto para la lignina como para el resto de los componentes del LN, lo que hace
interesante su aprovechamiento.3334

Parte del LN puede ser extraido como LN diluido o concentrado, dependiendo del porcentaje
de agua que contenga. Encontrar un uso rentable de este LN generado, alternativo al actual,
es uno de los desafios presentes en el area de la investigacion de biomasa renovable.

La gran variedad de compuestos resultantes del proceso Kraft da origen al problema de
determinar la composicion del LN obtenido. La composicion cuantitativa no es constante y
varia segun la fuente de madera utilizada y las caracteristicas del proceso. En la Figura 6 se
muestra un ejemplo de la composicién aproximada del LN.3536
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Figura 6: Ejemplo de composicion del LN.

Aproximadamente la mitad de la materia organica contenida en la madera se encuentra
disuelta en el LN. Las propiedades quimicas valiosas de la lignina y carbohidratos complejos
no son utilizadas cuando el LN es simplemente quemado para generar energia. Existen
muchas otras opciones para generar energia, mientras que las propiedades quimicas de los
materiales renovables son Unicas. El espectro de los productos potencialmente interesantes
que pueden obtenerse a partir de la lignina es amplio, incluyendo biopolimeros, aditivos,
gomas, precursores de carbono activado, entre otros productos de mayor valor afiadido.®”*
La lignina es el principal componente del LN y el segundo biopolimero mas abundante en la
naturaleza luego de la celulosa, representando un 30% del carbono presente en la biomasa
mundial.’® Su composicion, con un alto porcentaje de estructuras aromaticas, la vuelve
interesante para su aprovechamiento como punto de partida para la produccion de otros
compuestos.

Anualmente se producen, como resultado de la produccion de pulpa de celulosa, un promedio
de 50 millones de toneladas de lignina.*® Esta es en su mayoria quemada para producir
energia, debido a que contiene una alta relacion C/H y C/O, mayor a otros polimeros, lo que
resulta en un alto valor calorifico. Sélo un 2% de la lignina es aprovechada para producir otros
productos de interés, lo que genera un desafio importante la busqueda de un uso mas
rentable de la misma.

2.2.4. Extraccion de lignina a partir de licor negrolLa recuperacion de la lignina desde
el LN ha sido estudiada basicamente mediante dos metodologias: ultrafiltracion y
precipitacién mediante diminucion del pH.*%-42 Estas metodologias logran la obtencion
de lignina sin mayores modificaciones que las que se producen sobre la misma luego
de la extraccién de su fuente original.

EILN tiene un pH entre 11 y 13 luego del proceso Kraft. A este pH la lignina Kraft se encuentra
mayormente disuelta debido a la presencia de fracciones de menor peso molecular, con alto
contenido de grupos hidroxilo que se encuentran como sales. Es por ello que una de las
metodologias mas utilizadas para su extraccién es la precipitacion mediante dioxido de
carbono o acidos minerales que protonen los grupos hidroxilo presentes.*344

La precipitacion de lignina desde el LN ha sido estudiada por mas de un siglo por distintos
grupos de investigacion. Una completa protonacion de los grupos hidroxilo y de los posibles
grupos acidos presentes, se logra mediante el uso de acidos fuertes y una disminucién del
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pH a valores de aproximadamente 2.4° De esta forma se asegura que la mayor parte de la
lignina precipite y pueda ser separada del resto de los componentes presentes en el LN.

El pKa de la lignina Kraft es variable y depende de los distintos grupos que la componen. Por
ejemplo, mientras que el pKa de los grupos hidroxilo es aproximadamente 10, los grupos
acido presentes tienen un pKa de aproximadamente 4.“¢ Por lo tanto, dependiendo del
contenido de cada uno de estos grupos tendremos un pKa diferente, logrando de esta forma
lograr precipitar fracciones de lignina de distinta composicion a distintos pH.*"*® Varios
autores han descrito la extraccion mediante precipitacion con distintos acidos minerales a
disminucién gradual del pH.*®%° En estos trabajos se utilizan acidos como H,SO4, HiPO4 y
HCI para lograr la precipitacion valiéndose de la variabilidad de pKa para realizar una
precipitacién fraccionada y lograr asi un estudio mas detallado de la lignina Kraft.

En los ultimos afios se ha combinado la metodologia de precipitacidon con la extraccion
mediante distintos disolventes organicos. Yuan y colaboradores han logrado un
fraccionamiento de la lignina precipitada con HCl a pH 2 mediante el uso de distintos
disolventes organicos de distinta polaridad.’’ Los autores lograron obtener distintas
fracciones de lignina que fueron analizadas mediante varias técnicas analiticas. Los
resultados obtenidos se complementan con los obtenidos mediante la precipitacion
fraccionada a distintos pH, lo que hace de ésta una metodologia eficaz y sencilla para el
estudio de distintas ligninas. Esto ha permitido estudiar entre otras cosas la relacion entre
alguno de los grupos funcionales presentes y las unidades S y G, asi como el peso molecular
promedio de los fragmentos presentes.

Otra metodologia muy utilizada es la ultrafiltracion. En este proceso la lignina se separa del
LN mediante una filtracién selectiva, obteniendo fracciones de lignina de distintos rangos de
peso molecular. Para ello, se utilizan membranas de filtracion (mayormente membranas
acrilicas) de distintos tamafos de poro, y metodologias como ésmosis reversa, con el fin de
obtener fracciones de lignina de peso molecular homogéneo. A pesar de que mediante esta
técnica es posible obtener ligninas de mayor pureza, sigue estando en estudio, ya que uno
de sus objetivos principales es separar las fracciones de lignina de bajo peso molecular, lo
cual alin no se ha logrado con éxito.5?

Para el analisis estructural de las fracciones aisladas pueden utilizarse diversas técnicas
analiticas (RMN, UV, IR, etc.). De esta forma se logra un estudio aproximado de la
composicion de distintas ligninas técnicas, contribuyendo al conocimiento para su uso como
materia prima de otros productos.

2.3. DEGRADACION Y ESTUDIO ESTRUCTURAL DE DISTINTOS TIPOS DE LIGNINA

2.3.1. Degradacion y uso de lignina como materia prima renovable

En los ultimos 80 afios se ha desarrollado una variedad de metodologias para degradar la
lignina con el fin de obtener mondmeros, dimeros y/o oligdbmeros que faciliten el analisis
estructural de la misma. Por otro lado, se ha obteniendo una serie de productos que pueden
ser de gran interés para la produccion de biocombustibles, biopolimeros, construcciéon de
gomas, o como bloques de construccion de moléculas de mayor valor, entre otros.3% En la
figura 7 se observan alguno de los posibles procesos de degradacion de lignina.
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Figura 7: Distintos procesos de degradacion de lignina (Adaptada de Chavez-Sifontes y
colaboradores).®

Degradacion oxidativa

Una de las metodologias utilizadas es la oxidacién alcalina de lignina con soluciones de
nitrobenceno o permanganato. La degradacion con solucién alcalina de nitrobenceno fue
introducida por Freudenberg y colaboradores en 1939, y utilizada fundamentalmente para
determinar el origen botanico de diferentes plantas lefiosas.®® El procedimiento se basa en
colocar la lignina extraida o los chips de madera en una solucién de hidréxido de sodio 2 N
en presencia de nitrobenceno, durante 3-4 h a 170-180 °C. Los productos resultantes son en
su mayoria aldehidos derivados de las distintas ligninas que luego son cuantificados.
Mediante la oxidacion se produce la ruptura de los enlaces del tipo a-O-4 y [(-O-4
mayoritariamente, y los aldehidos aromaticos resultantes son producto de la oxidacién de las
unidades p-hidroxifenilpropano formadas. Sin embargo, el mecanismo de reaccion de lignina
en condiciones oxidativas con nitrobenceno no ha sido dilucidado hasta el momento.

Cuando las ligninas tratadas provienen de maderas blandas el producto mayoritario es
vainillina, mientras que otros derivados de unidades guaiacilo (acido vainillinico, guaiacol, 5-
carboxivainillina, etc.) han sido identificados en menor porcentaje. Derivados de unidades
siringilo y p-hidroxifenilo se han encontrado mayoritariamente en ligninas originarias de
maderas duras.®%%" Es por ello que esta metodologia ofrece una descripcion aproximada de
las cantidades de unidades guiacilo, siringilo y p-hidroxifenilo presentes en la lignina, a partir
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de los productos generados durante la oxidacion.®®%® Esta es ademas una de las
metodologias mas sencillas dentro de la degradacion oxidativa.

En 1937, previo al desarrollo del procedimiento de oxidacién con nitrobenceno, Freudenberg
y colaboradores elaboraron otra metodologia para la degradacién de lignina utilizando
permanganato de potasio (KMnO,) como agente oxidante. El método se basa en la oxidacion
de las cadenas laterales presentes en la lignina, dando como resultado una variedad de
acidos aromaticos. La identidad, asi como también la cantidad de cada uno de ellos, provee
informacion acerca del tipo de sustitucion y la frecuencia de las mismas. El proceso original
se ha visto modificado con el correr de los afios, realizando una metilaciéon previa de los
grupos hidroxilos, con el fin de volverlos resistentes a la oxidacion, y posterior oxidaciéon de
las cadenas laterales.®°

La oxidacion con KMnOg4 se aplica a ligninas extraidas mediante los diferentes procesos de
extraccion, siendo una de las metodologias mas utilizada por la industria del papel en la
determinacion de lignina proveniente de distintos procesos de pulpado, lo que se conoce
como el nimero kappa (volumen de KMnO4 0.1 N consumidos por 1 g de pulpa seca).®’ En
la industria del papel el nimero kappa ha sido incluido como una de las normas ISO para
determinar la calidad de la pulpa de celulosa obtenida. Actualmente, la norma ISO 302:2004
establece que el nimero kappa debe encontrarse entre el 25 y 30% para la elaboracion de
papeles de buena calidad, entre 45 y 65% para papeles de baja calidad y entre 60 y 90% para
carton corrugado.5?

La mayoria de los procesos de oxidacion utilizados hoy en dia involucran el uso de Oz, H203,
catalizadores acidos y en algunos casos la combinacion con metales (Cu, Fe, Ni, Ru, etc.).%*
% En los ultimos afios se han desarrollado otros procedimientos, incorporando catalizadores
en presencia de O, como agente oxidante.®” El uso de oxigeno en condiciones basicas, sin
el agregado de catalizadores, requiere altas temperaturas y presiones, lo que hace dificil su
escalado a nivel industrial por el alto costo del proceso. Sin embargo, a nivel de laboratorio,
esta oxidacion ha sido muy estudiada, observando que la lignina se degrada en compuestos
aromaticos simples como vainillina y siringaldehido. Rodriguez y su grupo han estudiado el
uso de O, como agente oxidante para la obtencion de compuestos aromaticos simples a partir
de lignina.®® Ensayaron distintas condiciones de temperatura, presion y pH para mejorar la
obtencion de aldehidos fendlicos a partir de las mismas. Los resultados obtenidos muestran
que los porcentajes de recuperacién suelen ser bajos, comparados con los obtenidos, por
ejemplo, con nitrobenceno. Es por ello que el uso de catalizadores combinados con O, se ha
vuelto indispensable para mejorar no soélo los porcentajes de recuperacion, sino también
disminuir las temperaturas y presiones del proceso.®

Por otro lado, se ha descrito una estrategia oxidativa que involucra catalizadores como
metiltrioxorenio (MeReO3s, MTO) en combinacion con H,O2, o 4-acetamido-TEMPO (TEMPO
2,2’,6,6’-tetrametilpiperidin-N-oxilo) combinado con acidos minerales, asi como también el
uso de metales nobles.”®”! Utilizando este tipo de catalizadores, se logra obtener un mayor
porcentaje de aldehidos y acidos aromaticos a partir de lignina; usando metodologias menos
agresivas que las que utilizan oxidantes fuertes como KMnO., o la necesidad de altas
temperaturas y presiones.

Por ultimo, el ozono ha sido otra alternativa para la degradacion oxidativa de lignina.” La
ozonodlisis se ha estudiado en modelos de lignina, para tratar de comprender el total de los
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mecanismos involucrados, y asi lograr un control sobre la reaccion que permita obtener mayor
cantidad de ciertos polimeros de degradacion.”>’* A partir de estos datos experimentales
distintos grupos de investigacion ensayaron distintas condiciones de ozondlisis.”®’” Este
procedimiento cuenta con una serie de ventajas que lo hacen interesante para su desarrollo,
ya que las condiciones de reaccion suelen involucrar temperaturas bajas y presion
atmosférica, los productos secundarios formados no cuentan con un alto grado de toxicidad
y la produccion de ozono es sencilla y econémica. Sin embargo, existen pocas evidencias de
los productos formados, y lo descrito hasta el momento muestra que a tiempos cortos de
reaccion el porcentaje de degradacion no excede el 14%, obteniendo distintos compuestos
aromaticos sustituidos, mientras que a tiempos mas prolongados (mayores a 24h) la
degradacién es mayor al 80% pero los productos obtenidos son mayoritariamente resultado
de la degradacion de los anillos aromaticos.” Lo que se observa es que el ozono reacciona
con los anillos arométicos presentes en la lignina, mientras que las cadenas laterales suelen
no ser afectadas. Esto hace que no sea una metodologia completamente eficiente para
determinar la composicion de la lignina, pero puede ser complementaria a los procedimientos
que la degradan en sus cadenas laterales, brindando informacién sobre las uniones mas
frecuentes entre los monolignoles.

En la tabla 4 se muestra un resumen de los agentes oxidantes mas utilizados hasta el
momento, junto con las ventajas y desventajas de cada uno de ellos.

Oxigeno Barato y verde. Altas temperaturas de
Anillos aromaticos se reaccion.

mantienen intactos. No selectivo.

Ozono Condiciones suaves de Rompe anillos aromaticos.
reaccion.
Subproductos no nocivos.
Peréxido de hidréogeno Eficiente Rompe anillos aromaticos y
Barato y verde. genera acidos.
Subproducto: agua.

Nitrobenceno Efectivo Posibles productos nocivos.

Anillos aromaticos se
mantienen intactos.

lones metalicos (Cu, Fe) Efectivo. Dificultades para separar
los metales del medio de
reaccion.
Tabla 4: Métodos utilizados para la degradacién oxidativa de la lignina, ventajas y
desventajas.

Despolimerizacion mediante hidrdlisis

La despolimerizacion de lignina mediante la hidrélisis acida o basica (en presencia de
catalizadores en la mayoria de los casos) es una estrategia estudiada por distintos
autores.”®’® La catdlisis basica en medio acuoso, utilizando catalizadores homogéneos
(NaOH, KOH, etc.) y temperaturas entre 240-340 °C, ha sido una de las metodologias mas
ensayadas. Se ha logrado obtener una serie de fenoles aromaticos derivados de las distintas
unidades (S, G y H), cuando se utilizan temperaturas de alrededor de los 300 °C y 250 bar
de presion. Sin embargo, los porcentajes de despolimerizacién son menores al 20%, lo que
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indica que la mayor parte de la lignina queda sin reaccionar. Algunos autores describen una
repolimerizacion durante el proceso de hidrdlisis, lo que podria ser causante de los bajos
rendimientos de recuperacion.®

El grupo de Lavoie elaboré un reactor de flujo continuo para realizar un estudio de la hidrdlisis
de lignina.®! De esta forma se logré analizar una variedad de temperaturas para determinar
las mejores condiciones de despolimerizacién, observando que el proceso se da en etapas,
pero que debido a las altas temperaturas (>300 °C) y presiones (> 200 bar), la formacion de
productos secundarios no puede ser controlada, lo que provoca una mezcla de compuestos
altamente compleja.

Aunque la mayoria de los articulos describen la despolimerizacion mediante hidrdlisis
utilizando catalizadores homogéneos, existen reportes que describen el uso de catalizadores
heterogéneos obteniendo buenos resultados.®? Asimismo, la hidrélisis de lignina también se
ha llevado a cabo utilizando agua en condiciones supercriticas, en presencia y ausencia de
catalizadores. El agua supercritica es un disolvente polar, capaz de disolver e hidrolizar la
lignina, para producir productos de interés a partir de la misma.%?

Degradacion enzimatica

Muchos microorganismos son capaces de degradar la celulosa y la hemicelulosa, sin
embargo un pequefio grupo de hongos filamentosos se ha descrito con la capacidad de
romper completamente la lignina en componentes mas simples. Estos son conocidos como
los hongos de la podredumbre blanca de la madera, los cuales tienen gran habilidad para
degradar lignina a CO,. Otros hongos capaces de degradar material lignocellulésico son los
hongos que producen la podredumbre marréon de la madera, los cuales despolimerizan
rapidamente la celulosa, pero solo una pequefia parte de la lignina es degradada.®* De los
hongos xiloéfagos, la division Basidiomycota, entre los cuales se han identificado Coriolus
versicolor (también conocido como Trametes versicolor), Phanerochaete chrysosporiurn y
Phlebia radiata, es la mas frecuentemente involucrada en la biodegradacion.®® La
degradacién se produce extracelularmente, debido a la insolubilidad tanto de la celulosa, la
hemicelulosa, como la lignina. Cuenta con dos tipos de sistemas enzimaticos, un sistema
hidrolitico, el cual genera hidrolasas responsables de la degradacién de polisacaridos, y otro
sistema oxidativo y lignolitico el cual degrada lignina y otros componentes fendlicos.®*

Estos hongos han sido ampliamente estudiados por su capacidad de degradacién, no sélo de
la madera sino también de otros compuestos como pesticidas, hidrocarburos poliaromaticos,
algunos colorantes, trinitrotolueno (TNT) y otros explosivos nitrados, asi como otros
compuestos toxicos y también por su uso en sintesis como biocatalizadores.8¢87

Actualmente son utilizados para completar la deslignificacion de distintos tipos de pulpas de
celulosa, obtenidas de procesos deslignificacion de la madera, lo que se conoce como
blanqueo, asi como para el tratamiento de restos lignoceluldsicos.® Las enzimas
responsables de este efecto son oxidorreductasas extracelulares, conocidas como enzimas
lignoliticas [lacasas, peroxidasas de lignina (LiP) y manganeso peroxidasas (MnP)].

Por su capacidad para degradar la lignina, estas enzimas han sido estudiadas en la
biodegradacion de la misma para la obtencién de compuestos de menor peso molecular,
observando que las peroxidasas son capaces de degradar las fracciones no fendlicas,
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mientras que las lacasas degradan las fracciones fenolicas.®%° Los grupos de investigacion
que han centrado su estudio en las lacasas buscan mejorar las condiciones de cultivo, asi
como aumentar su capacidad oxidante para mejorar el grado de degradacion.®® Sin embargo,
la necesidad de utilizar mediadores, para imitar los sistemas presentes en la naturaleza
(laccase-mediator system: LMS), ha hecho que su uso a nivel industrial se vea disminuido,
ya que el valor de dichos mediadores encarece al proceso.®"

Se estudid una variedad de compuestos como posibles mediadores, siendo el acido 2,2-
azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), el 1-hidroxibenzotriazol (HBT) y el
2,2’,6,6’-tetrametilpiperidin-N-oxilo (TEMPO), los mediadores sintéticos mas eficientes. A
pesar de su eficiencia, existe una preocupacion por la posible toxicidad de los mismos, ya
que alguno de ellos contienen subunidades tales como N-(OH)-, y pueden producir
compuestos residuales toxicos. Es por ello que el estudio para la busqueda de nuevos
mediadores, especialmente los Ilamados mediadores naturales (acetosiringona,
siringaldehido, 2,6-dimetilfenol, etc.) se ha incrementado en los dltimos afios.%%?

Las especies del género Trametes son reconocidas como las mayores productoras de
lacasas, entre ellas T. versicolor y T. elegans. Otros géneros como Pleurotus y Pandoraea
también fueron reconocidas como capaces de generar altos niveles de lacasas.®** En todos
los casos, las investigaciones buscan las mejores condiciones de cultivo para un aumento de
la produccion tanto de lacasas como de otras enzimas lignoliticas, asi como el aumento en
sus poderes oxidantes con el fin de incrementar la capacidad de degradacion de cada una de
ellas. Sin embargo, al ser estas enzimas responsables también de la biosintesis de lignina, la
repolimerizacion durante los procesos de degradacion es un hecho que no se ha logrado
controlar hasta el momento.

A pesar de los estudios realizados sobre hongos y enzimas aisladas, aun no se han
encontrado las mejores condiciones de cultivo para lograr el uso masivo de éstos en procesos
biodegradativos a nivel industrial.

Recientemente se ha comenzado a estudiar el uso de bacterias como microorganismos
capaces de degradar la lignina.®>®" Algunas de las bacterias ensayadas pertenecen a los
géneros Pseudomonas y Rhodococcus, pero aun no se han encontrado las mejores
condiciones de cultivo para obtener buenos porcentajes de degradacién. En 2013, Wu vy
colaboradores estudiaron la capacidad de un consorcio bacteriano en condiciones
anaerobias, capaz de utilizar la lignina como unica fuente de carbono para producir biogas-
metano, asi como también aumentar la biodisponibilidad de hemicelulosa y celulosa presente
en los residuos lignoceluldsicos.%

Disolucion y despolimerizacion en liquidos idnicos

El uso de liquidos iénicos (ILs) es una técnica que se encuentra en desarrollo y es cada dia
mas utilizada en distintos procesos quimicos. Los ILs son sales organicas con un punto de
fusion menor a los 100 °C y muchas veces menor a la temperatura ambiente. Cuentan con
propiedades Unicas que los hacen de gran interés, como baja presién de vapor, alta
conductividad ionica, y gran estabilidad quimica y termoquimica.®® El rol de los ILs como
disolvente en reacciones que involucran macromoléculas se ha incrementado en los ultimos
afos debido a que sus propiedades fisicas los hacen amigables con el medio ambiente.
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Los sistemas mas utilizados son mezclas binarias de aniones (CI', Br, BF., PFg", CF3SO3) y
cationes (imidazolio, piridinio, fosfonio, amonios cuaternarios, etc.).' Los ILs se han
ensayado sobre material lignoceluldsico, pero la mayoria de los estudios se han hecho sobre
celulosa.'"'%2 En 2009 Lee y colaboradores describieron que ciertos ILs pueden disolver
tanto celulosa como lignina, dando un punto de partida a su uso en procesos de
degradacién.'®

Una de las ventajas mas importantes de los ILs es el hecho de que pueden actuar como
disolventes y/o como catalizadores. Ademas pueden disolver grandes cantidades de
sustancias poliméricas (500g de lignina por kg de IL). Se ha descrito una despolimerizacion
parcial de lignina utilizando ILs aniénicos. Esta despolimerizacion es causada por la nucleofilia
de los atomos electronegativos presentes en dichos ILs, asi como por la fuerza con la que se
coordinan a los grupos fendlicos.'®% No obstante, los porcentajes de conversion son bajos
en la mayoria de los estudios descritos.'% Es por ello que se ha optado por alternativas como
el agregado de metales de transicion u oxidantes, con el fin de aumentar los rendimientos de
recuperacion de compuestos aromaticos simples. A pesar de los avances obtenidos hasta el
momento, esta metodologia se encuentra aun en desarrollo y necesita de mayores avances
para alcanzar un proceso eficiente.

Las diferentes metodologias de degradacion descritas son algunas de las mas utilizadas. El
estudio de éstas y otras que logren degradar la lignina de forma eficaz mediante un proceso
eficiente, es uno de los objetivos principales de la biorrefineria.

2.3.2. Analisis estructural de lignina de distintos origenes
Uno de los objetivos de la degradacion de lignina es estudiar la composicion de la misma,
desde el punto de vista de las unidades S, G y H, asi como la abundancia de los distintos
tipos de enlace. Debido a su complejidad estructural, este estudio ha sido abarcado mediante
una variedad de técnicas analiticas.

Entre las técnicas analiticas mas utilizadas se encuentran: espectroscopia infrarroja (IR),
pirdlisis acoplada a cromatografia de gases/espectrometria de masas (Py-GC/MS),
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, uni- y bidimensional ('H-RMN, *C-RMN,
HSQC), espectroscopia ultravioleta (UV), cromatografia de exclusion molecular,
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), entre otras.

A continuacién se describen algunas de estas técnicas y los avances alcanzados hasta el
momento.

Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia de infrarrojo (IR) es una técnica utilizada en quimica para el estudio de
grupos funcionales. A principios de la década de los 90, algunos autores la utilizaron para el
analisis estructural de distintos tipos de lignina, basandose en los cambios que sufren al ser
extraidas de su fuente natural.'”'% | as variaciones cominmente observadas se producen
sobre los grupos funcionales presentes en las cadenas laterales y sobre los anillos
aromaticos. Uno de las principales observaciones se produce cuando se escinden los enlaces
del tipo aril éter, lo que genera un aumento de los grupos hidroxilo que se registra claramente
en el espectro de IR.
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Solo un pequefio conjunto de frecuencias y bandas pueden ser inequivocamente asignadas,
mientras que otras pueden ser interpretadas de varias maneras, dado que se trata de un
polimero con una variedad de grupos funcionales. Las bandas claramente identificables que
pueden ser utilizadas para el estudio comparativo de distintos tipos de ligninas son las
correspondientes a: los estiramientos de O-H entre 3500-3400 cm™, C-H metilicos y
metilénicos entre 3000-2800 cm™!, C=0 en el entorno de 1600-1750 cm™, y las vibraciones
del esqueleto aromatico en el entorno de los 1500 cm™, consideradas bandas puras. Entre
2700 y 3700 cm™ la intensidad de las bandas es similar para todos los tipos de lignina. Las
diferencias espectroscopicas a este nivel estan dadas mayormente por la relacion entre las
unidades G, H y S presentes. Por debajo de 1430 cm™ la interpretacion de las bandas se
hace dificultosa y es poco frecuente sacar una buena informacion de ese sector del
espectro.?' En la figura 8 se pueden observar espectros de IR de dos tipos de ligninas.
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Figura 8: Espectro de IR de dos tipos de ligninas de distinto origen.'

Se puede observar que el perfil de bandas es practicamente el mismo para cada una de las
ligninas, encontrando algunas variaciones de intensidad entre bandas de cada espectro. Un
analisis detallado de los espectros de IR y la comparacion entre distintas ligninas, ofrece
también una idea de los cambios quimicos que éstas sufren mediante las distintas
metodologias de extraccion.

Espectroscopia ultravioleta

La estructura de la lignina es adecuada para su estudio mediante espectroscopia ultravioleta
(UV), ya que los monoémeros que la componen son estructuras aromaticas que absorben en
el espectro visible entre 200 y 300 nm. Asimismo, los procesos de extraccion y/o degradacion
de lignina suelen generar dobles enlaces conjugados a los anillos aromaticos, lo que produce
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la condensacion de los grupos fendlicos. Varios grupos de investigacion utilizan la
espectroscopia UV como una de las metodologias para la caracterizacién de distintas
ligninas, asi como para su determinacion semi-cuantitativa.'%%-1"

Las bandas de absorcidon que presentan las diferentes ligninas suelen ser particularmente
anchas y difusas. Aunque se ha logrado extraer la lignina practicamente pura, muchas veces
restos de hemicelulosa quedan enlazados, lo que puede provocar interacciones con las
transiciones electrénicas de la lignina. De todas formas, se han logrado distinguir claramente
tres bandas caracteristicas que varian segun su origen (Figura 9).
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Figura 9: Bandas caracteristicas de lignina en el espectro de UV

Cuando la lignina proviene de maderas blandas se observa una banda de absorcion
(identificada como B) en el entorno de 280 nm con un hombro (identificado como E;) en 230
nm, resultante de la composicion en unidades guaiacilo de la misma. Por su parte, en ligninas
provenientes de maderas duras exhiben una banda entre 268-277 nm (B), sin la presencia
de un hombro y de menor absorbancia que la presente en maderas blandas. Junto con esta
banda B, en ambos tipos de madera se observa una banda aguda (identificada como E1) en
el entorno de 200-210 nm. Los procesos de deslignificacion como el Kraft o sulfito, provocan
un aumento en la absortividad de estas bandas, pero no se ha observado un efecto sobre el
corrimiento de las mismas.®

Por otro lado, los disolventes ejercen un efecto sobre la absorcidn de las ligninas en el UV. El
efecto depende de la polaridad del disolvente utilizado, asi como de los sustituyentes
presentes en los anillos aromaticos. Disolventes polares como etanol o agua provocan un
desplazamiento hipsocrémico de las sefales cuando los sustituyentes del anillo son en su
mayoria electrén-dadores, y un efecto batocromico cuando los sustituyentes son electron-
aceptores (Tabla 5).
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Agua Etanol 2-Metoxietanol Ciclohexano

278 279.5 280 -
275.5 277 278 282
289 292 293 293.5
314 312 310 307.5
306 305 304.5 ---

Tabla 5: Efecto del disolvente sobre la absorcion de ciertos grupos presentes en ligninas,
en el espectro de UV.

La espectroscopia de UV es una herramienta sumamente util y sencilla para el andlisis
estructural de este biopolimero, ya que permite conocer la composicion y origen de la lignina,
asi como determinar de forma aproximada la proporcion entre grupos hidroxilos y otros grupos
funcionales presentes en la misma.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es la técnica mas utilizada
actualmente para la elucidacién estructural de moléculas organicas, tanto simples como
complejas. El estudio estructural de la lignina mediante esta técnica ha avanzado
considerablemente en los Ultimos 40 afios. Los primeros reportes utilizaron la RMN de 'H 'y
3C sobre modelos sintéticos de lignina, para realizar un estudio comparativo de las sefiales
obtenidas con espectros de lignina natural.''?'"® Sin embargo, uno de los inconvenientes mas
importantes en la RMN unidimensional es la superposicion de sefiales, que no permite una
caracterizacion confiable de las mismas.

Con el correr de los afos, el avance de la RMN y el uso de técnicas mas complejas como la
RMN bidimensional (2D RMN), lograron que esta técnica no solo fuera util para la elucidacion
estructural de moléculas simples, sino que también se logré elucidar moléculas mas
complejas, y asi utilizarla como una herramienta eficaz para la caracterizacién de distintos
polimeros y biomoléculas.'*''> Basados en estos avances, Ede y Brunow utilizaron la RMN
bidimensional para realizar la caracterizacion de lignina extraida de pino (Picea abies).""?
Mediante los distintos acoplamientos presentes en los espectros de 2D RMN, los autores
lograron caracterizar alguna de las cadenas laterales presentes. Estos primeros estudios, asi
como el avance que se ha logrado con el correr de los afios, han hecho de la RMN una de
las técnicas mas eficaces para la caracterizacion de distintas ligninas.

La mayoria de los autores han basado sus trabajos en el analisis mediante 2D RMN, y mas
especificamente sobre experimentos HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence).'®
118 A través de experimentos HSQC se pueden observar las correlaciones entre protones y
carbonos enlazados directamente. Esta técnica combina la sensibilidad de 'H-RMN con la
alta resoluciéon de '*C-RMN, logrando una buena identificacion de las distintas unidades de
lignina, asi como las interconexiones entre ellas. Se logré entonces analizar muestras
complejas (ligninas aisladas y muestras de maderas, entre otras) con un alto grado de
sensibilidad y confiabilidad.
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En los experimentos de HSQC, es posible identificar alguno de los tipos de enlace, asi como
cadenas laterales y la frecuencia de las unidades S, G y H presentes en las distintas muestras.
Las sefales mas identificables y estudiadas son las sustituciones de los anillos aromaticos y
las posiciones a, B y y de las cadenas laterales (Figura 10 y 11). Mediante un estudio
comparativo de muestras de lignina, ha sido posible contar con un buen analisis que brinde
informacion sobre la estructura de nuevas ligninas aisladas.
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Figura 10: Espectros de HSQC de ligninas aisladas de E. globuls a diferentes tiempos de

crecimiento.™®
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Figura 11: Principales estructuras presentes en maderas del género E. globulus. A
estructuras con uniones del tipo 3-O-4. B estructuras con uniones del tipo B-p resinol. C
estructuras del tipo fenilcumaranos.D estructuras del tipo espirodienona. estructuras
abiertas con enlace B-1’. F estructuras con enlace B-O-4 y C, oxidado.l alcohol coniferilico
como terminacion de cadena. H unidades p-hidroxifenilicas. G unidades guaiacilo. S unidades
siringilo. S’ unidades siringilo oxidadas en el C,.""°

Algunos trabajos recientes han utilizado 2D RMN como una metodologia para la elucidacion
estructural cuantitativa de lignina.'"” Los autores aplicaron la técnica QQ-HSQC (Quick
Quantitative HSQC) sobre muestras de lignina acetilada, utilizando la sefal de acoplamiento
C2-H de unidades guaiacilo como estandar interno para cuantificar las unidades
fenilpropanoides. Aunque la cuantificacion mediante 2D RMN puede ser una técnica
alentadora para el andlisis de ligninas, los errores aun suelen ser grandes y se continta con
el estudio para la mejora de la misma.

Pirélisis acoplada a GC-MS

La pirdlisis es una técnica que descompone térmicamente la materia organica en ausencia
de oxigeno, y ha sido utilizada para convertir los residuos forestales en biocombustibles.
Asimismo, la pirdlisis es una herramienta eficaz y sencilla para determinar el contenido de las
distintas unidades S, G y H en maderas de distintos origenes y/o distintos tiempos de
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crecimiento.'? Esto es sumamente importante en la industria papelera, ya que los porcentajes
de los distintos monolignoles presentes en la lignina afectan directamente el proceso de
deslignificacion.

Se han ensayado diversos procedimientos analiticos, entre los que se encuentran pirdlisis
acoplada a cromatografia gaseosa seguida de espectrometria de masas (Py-GC/MS),
pirdlisis acoplada a espectroscopia de IR (Py-IR), pirdlisis acoplada a cromatografia gaseosa
seguida de RMN (Py-GC/RMN), entre otras. Sin embargo, la metodologia mas utilizada por
los distintos grupos de investigacion ha sido la Py-GC/MS.

Durante la pirdlisis de lignina se generan principalmente gases y un residuo aceitoso oscuro
(muchas veces llamado alquitran), que varia en su composicion dependiendo de las
condiciones de pirdlisis y de la fuente de donde provenga el material. La posibilidad de acoplar
un cromatografo de gases seguido de un espectrémetro de masas, permite un buen analisis
del residuo aceitoso, obteniendo de esta manera una composicion relativa de las distintas
unidades de lignina (S, G y H). Los compuestos producidos en la pirdlisis se separan en el
cromatografo de gases, y luego pueden ser identificados, segun su fragmentacion, analizando
su espectro de masas. En la tabla 6 se muestran alguno de los compuestos y su
correspondiente relacion m/z, determinados en comparacion con la base de datos de
espectrometria de masas.

m/z compuesto m/z compuesto m/z compuesto

94 fenol 124 guaiacol 154 siringol

107 alquilfenoles 135 vinilguaiacol 165 vinilsiringol

108 metilfenol 137 etilguaicol, 167 etilsiringol,
homovainillina, siringilacetona,

alcohol coniferilico homosiringaldehido

120 vinilfenifenoles 138 metilguaiacol 168 metilsiringol

121 alquilfenoles 151 vainillina, 181 siringaldehido,
acetoguiacona y acetosiringona y
propioguiacona propiosiringona

134 propenilfenoles 134  alil y propenilguaicol 194 alil y propilsiringol
148 cumarilaledehido 178 coniferilalfehido 208 sinapinaldehido

Tabla 6: Datos de m/z de alguno de los compuestos obtenidos mediante pirdlisis de lignina,
y sus estructuras correspondientes.'?!

Las distintas metodologias aplicadas para estudiar la estructura de la lignina son utilizadas
de forma complementaria, debido a que ninguna de ellas da una informacién concluyente de
la misma. Sin embargo, hasta el momento, no se cuenta con una estructura certera de la
lignina, quedando mucho por analizar.

2.4. SINTESIS DE MODELOS DE LIGNINA Y DERIVADOS FENILPROPANOIDES

Como se describiera anteriormente, los lignanos son una clase de compuestos
estructuralmente variable, producidos a partir de unidades fenilpropanoide, que constituyen
la lignina. La sintesis de los mismos y de otros derivados es de gran interés, debido a que
complementan el estudio estructural de la lignina, y permiten un conocimiento mas profundo
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de la misma para su aprovechamiento posterior. Asimismo, muchos de ellos son estructuras
potencialmente bioactivas o de interés sintético.'?2124

2.4.1. Sintesis de derivados fenilpropandide

Dentro de los derivados fenilpropanoide, los acidos carboxilicos a,B-insaturados son una serie
de compuestos de gran versatilidad sintética y se han usado como intermedios en rutas para
la preparacion de lignanos o estructuras relacionadas.'?®

La sintesis de estos compuestos a,B-insaturados puede realizarse mediante mas de una
estrategia sintética, por ejemplo reaccion de Wittig (Ec. 1), reaccion de Horner-Wadsworth-
Emmons (Ec. 2) o condensacion de Knoevenagel (Ec.3), entre otras (Esquema 5).'2512° En
la reaccién de Wittig, el 6xido de trifenilfosfina es un subproducto estequiométrico que debe
ser removido cromatograficamente. La variante de Horner-Wadsworth-Emmons tiene la
ventaja de producir una sal de fosfato soluble en agua. Sin embargo, tipicamente requiere el
uso de bases fuertes. Una limitacion de estas reacciones es su aplicacion a gran escala,
debido a la modesta economia atémica de las mismas. '

-
+  Phyp” “COOR, + PPh30 (1)
R0 + (RO),0p” “COOR, *+ NaH — rR1~\~COOR2 | + PO(OR),0Na (2)
+ HO,C” “COOR, + CO+ HO ()

Esquema 5: Alternativas sintéticas para la obtencion de ésteres y acidos a,B-insaturados.'?®

La reaccion descarboxilativa de Knoevenagel, entre acido malénico o monoésteres del mismo
con aldehidos, es una alternativa que ha sido mucho menos usada hasta el momento.'3"132
Dado que los unicos subproductos de la reaccion son dioxido de carbono y agua, ésta tiene
una mejor economia atémica. Adicionalmente, los reactivos son baratos y la purificacion de
los productos muy sencilla. Sin embargo, presenta algunos inconvenientes como el uso de
reactivos en exceso y las altas temperaturas de reaccion.

Cuando la condensacion de Knoevenagel se realiza utilizando piperidina como
organocatalizador y piridina como disolvente, nos encontramos frente a la modificacion de
Doebner (condensacion de Knoevenagel-Doebner) (Esquema 6)."3%°

@ O-__OH
L+ A NT Pl v co, + o
R4 H HO OH =
R4
(Nj (Piperidina)
H

Esquema 6: Condensacion de Knoevenagel-Doebner.
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Mediante esta reaccidon es posible obtener derivados de acido cinamico, utilizando una
metodologia barata y eficiente (Esquema 7).

H

. ~_COOR,
el HoOC” >CooR, _catalizador h + CO; + H0

Pz [ =
R/z R4

Ry = H, OH, OCHs, NO,, N(CHs),, F, C, Br
R, = H, Et
Esquema 7: Obtencion de derivados de acido cinamico.

Los trabajos publicados hasta el momento demuestran buenos avances de reaccion para
aldehidos aromaticos sustituidos. Asimismo, ésta es una estrategia sintética versatil, que
logra disminuir los equivalentes de piridina utilizados a valores estequiométricos y la reaccion
puede hacerse en diferentes disolventes organicos o agua.'3+136

2.4.2. Sintesis de modelos de lignina mediante distintas estrategias sintéticas

Como se ha descrito anteriormente la sintesis de modelos de lignina, entre los cuales
podemos encontrar dimeros, trimeros, oligdbmeros y polimeros que contienen los distintos
tipos de enlace, es otra de las estrategias utilizadas para contribuir al conocimiento estructural
de este biopolimero.’™” En este sentido, los derivados sintéticos de acido cinamico pueden
ser utilizados como material de partida en una serie de reacciones con el fin de generar
modelos con distintos tipos de enlaces presentes en la misma.

Polimeros con enlace 3-O-4

El tipo de enlace mas abundante en la lignina es el B-O-4, y es por ello que la mayoria de los
autores se han centrado en la sintesis de modelos que lo contengan. El grupo de Kishimoto
ha estudiado la sintesis de polimeros de lignina artificial, logrando elaborar una estrategia

sintética eficiente (Esquema 8) y un amplio estudio analitico de los polimeros obtenidos.'3"-
139

e
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O.__OEt o, OFEt O -OFt

(o) o ° Br
R1 = OCH3, H
Pd/C/H,/EtOH CuBr, /HBr
_—
0°C AcOEt / reflujo R Ry = OCHs, H
R1 RZ R1 R2 1 2
OBn OH OH
O.__OEt
(o)
Br
i) Cs,CO; anh., DMF R, HO
n temp. ambiente HO
R R ii) NaBH, / MeOH OH
1 2 temp. ambiente
OH R4

Esquema 8: Sintesis de polimeros con enlace ($-O-4.

Los polimeros sintetizados tienen una estructura lineal, de cadena lateral de hidroximetilica.
Su estructura esta bien definida y pueden ser utilizados como modelos sintéticos de lignina.
Mediante el estudio detallado de los mismos por espectroscopia de RMN, se logré obtener
una serie de datos que colaboraron en el estudio de las estructuras de ligninas técnicas, asi
como también en un mejor entendimiento de la biosintesis de la lignina nativa.4%.141

Modelos con enlace B-B o B-5

Varios autores han descrito la sintesis de dimeros con enlaces presentes en las ligninas,
utilizando distintos derivados de acido cinamico mediante el uso de enzimas redox como
peroxidasas y lacasas, o mediante el uso de reactivos quimicos.'4>146

Un tipo de enlace de particular interés sintético suele ser el -3, que acopla dos anillos furano
en su estructura. Estas estructuras son conocidas como furofuranos y suelen ser un objetivo
sintético, ya que se les atribuye una variedad de propiedades bioldgicas, tales como actividad
antitumoral, antialérgica, antihipertensiva, antimicética, entre otras.'#"-'® Adicionalmente, los
posibles centros asimétricos presentes en este tipo de moléculas, y la contribucién al estudio
estructural de biomoléculas como la lignina, los hace objeto de estudio dentro de la sintesis
organica. Alguna de las estrategias sintéticas desarrolladas, utilizando derivados de acido
cinamico, se muestran en la esquema 9.14¢

e
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wAr

HIIIII ""'H R = OH
Ar o
CUSO4, 02
O wAr
R Ag,0, H,0 Huw——"H R =mezcla OH, COOH
Ar" 9) (@]
Ar Lacasas, O, o
Hee R = COOH
Ar
TI(O,CCF3)3 o
BF3OEt2 (0] \\\\\ Ar

HIIIII |||||H R = COOH
Ar 9) (0]

Esquema 9: Estrategias sintéticas para la preparacion de dimeros con enlace B-f resinol.'#®

Las peroxidasas estan involucradas en la biosintesis de compuestos presentes en las
paredes celulares de las plantas, entre ellos la lignina, siendo las responsables de la
generacion de radicales fenodlicos, que mas tarde se acoplan mediante los distintos tipos de
enlaces (ver esquema 2 en seccion 2.1).

La primera descripcion del uso de peroxidasas en sintesis fue realizada por Sheinbein en
1855, oxidando una variedad de compuestos organicos mediante una solucion diluida de la
misma en H2O,. Sin embargo, el primer aislamiento de una peroxidasa fue descrito recién a
principios del siglo XX por Bach y colaboradores.'#'%0 Existen tres clases de peroxidasas de
acuerdo a su origen: provenientes de bacterias, de hongos y de plantas. Dentro de las dos
ultimas clases encontramos las que se describen como responsables de la biosintesis y/o
degradacion de lignina (LiP y MnP), y aquellas que forman parte de la biosintesis de
hormonas en plantas (peroxidasas de rabano picante, HRPO)."®' Estas ultimas, son enzimas
muy versatiles y sélo necesitan de la presencia de un agente oxidante como H2O,. Son
capaces de oxidar compuestos aromaticos, heteroatomos, formar epoxidos, y han sido
estudiadas sobre una gran diversidad de compuestos organicos, entre los cuales se
encuentran fenoles y fenilpropanoides (Esquema 10).1%1-154
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—R1 -
S
> Dimero con enlace 3-O-4
* OMe
o
R, R,
N N
LPO, Dimero con enlace B-5
OMe  H;0, OMe
OH Oe
R, = COOH, COOEt, OH R,
L)
> Dimero con enlace B-3
OMe
— o —_—

Esquema 10: Posibles acoplamientos en derivados fenilpropanoides utilizando HRPO.'%

Para la sintesis de modelos de lignina, se han utilizado acidos, ésteres y alcoholes derivados
de acido cinamico como sustratos de HRPO. En la mayoria de los trabajos publicados se
describe la formacién de dimeros y trimeros, que dependiendo de las condiciones de reaccién
pueden ser obtenidos en mayor o menor porcentaje.'>* 1% Entre las variantes ensayadas se
describen diferentes temperaturas, disolventes, concentracion de sustrato, y unidades de
enzima (UE). En todos los casos se busca evitar una reaccion en cadena de los radicales
fenoxido producidos, que llevan a la formacion de una mezcla polimérica compleja de dificil
analisis.

Cuando el sustrato utilizado es un derivado guaiacilo, hay mas dimeros posibles, que cuando
el sustrato es un derivado sinapilico. Esto se debe a que la posicién 5 de los derivados
sinapilicos se encuentra sustituida, evitando el acoplamiento de los mismos a ese nivel.'®?

Por otro lado, las lacasas también han sido utilizadas en la sintesis de modelos de lignina
debido a su capacidad de degradarla. Se han ensayado diferentes condiciones con el fin de
obtener buenos rendimientos, sin embargo los resultados obtenidos hasta el momento no son
tan buenos como los obtenidos mediante peroxidasas. Esto se debe a algunas limitaciones
de las lacasas, ya que cuentan con una baja especificidad de sustrato y necesitan de
cofactores o mediadores que incrementen su potencial redox.'” La necesidad de utilizar
mediadores como ABTS, HBT o TEMPO, todos reactivos de alto costo, hacen a esta
metodologia menos eficiente. Sin embargo, existen reportes que describen el uso de las
mismas para la sintesis de dimeros obteniendo resultados prometedores para continuar con
su estudio. 4518
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Dimeros con enlace 5-5’

La formacion de enlaces bifenilo (especificamente el enlace 5-5’) es un problema clave en
qguimica organica, debido a la ocurrencia que éste tiene en diferentes compuestos naturales.
No solo tenemos el ejemplo de la lignina, sino que la dimerizacion de algunos ésteres
derivados de alcoholes p-hidroxicindmicos también ocupan un importante rol en la biosintesis
de otros compuestos naturales.'5%160

La vainillina es un compuesto de bajo costo, muy utilizado en sintesis organica. Es un
intermedio sintético para una variedad de compuestos como L-dopa, papaverina, herbicidas,
etc., pero su uso mas difundido es en la industria quimica como saborizante.'®® Asimismo, la
vainillina se ha utilizado como material de partida para la sintesis de otros compuestos
bifenilicos naturales (Esquema 11).6

CHO
CHO
i) Peroxidasa, H,0, OHC O O OMe ———™
—_—
OMe i) Ac,0, Py or°R

OH OMe

Esquema 11: Sintesis de modelo deshidroferulato acoplado mediante enlace 5-5' presente
en paredes celulares de plantas.

El acoplamiento bifenilo 5-5’ puede ser preparado mediante sintesis clasica, utilizando acidos
de Lewis como FeCl; o mediante el uso de enzimas (peroxidasas) (Esquema 12).160:162-164 | 5
mayoria de los trabajos describen la sintesis mediante el uso de peroxidasas,
especificamente HRPO, ya que es un procedimiento sencillo y se encuentra dentro del campo
de la quimica verde. Sin embargo, la insolubilidad de la vainillina en medio acuoso hace que
los volumenes necesarios para llevar a cabo la reaccion sean altos y, por lo tanto, ésta sea
una metodologia de dificil escalado.

CHO HRPO

2 H,0,
R Fe2C|3.6H20

OH H,0

CHO

Esquema 12: Sintesis de bifenilos con acoplamiento 5-5'.

Por otro lado, se han combinado disolventes organicos con buffers acuosos como medio de
reaccion, y los resultados demuestran que aunque se logra aumentar la solubilidad del
sustrato, las reacciones de polimerizacidn aumentan, obteniendo productos secundarios.
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Esto no sucede cuando la reaccion se realiza exclusivamente en medio acuoso, ya que el
dimero formado (cinéticamente el mas favorable) precipita en el medio de reaccién y no tiene
la posibilidad de continuar reaccionando.'®’

La polimerizacidon oxidativa de fenoles mediada por enzimas peroxidasas, comienza con la
formacion de radicales libres fendxido, siendo éste el Unico paso controlado por la cinética
enzimatica. Los radicales asi formados, se combinan para producir polimeros, mediante
reacciones de policondensacion (Esquema 13).'%

a) Formacion de radicales libres fenéxido

OH

o o
H
[H PO] . o H H
2©+ HOOH =2 + 2H,0

b) Recombinaci'on de radicales fenoxido
OHHO

&0 — G0

c) Transeferencia de radical

OHHO OHHO

OG0 — G0 ¢

d) Crecimiento de la cadena por tranferencia y recombinacion de radicales (repeticién de paso b)

Esquema 13: Mecanismo de formacion de polimeros fendlicos. ™"

Existe la hipotesis de que la polimerizacion se da en etapas. En un primer paso de reaccion
practicamente todos los radicales se combinan para dar dimeros, que posteriormente
reaccionan entre si para dar oligdmeros y los correspondientes polimeros.

La estabilidad y posterior reaccion de los grupos fenilo depende del patrén de sustitucion del
anillo aromatico, de la posicion de los sustituyentes (-0, -m, -p) y de la naturaleza de los
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mismos. Sustituyentes dadores de electrones activan el anillo y lo hacen mas reactivo que
sustituyentes aceptores.

En 2010 Nishimura y colaboradores elaboraron una estrategia sintética sencilla,
ambientalmente responsable y facilmente reproducible para la sintesis de divainillina
mediante el uso de peroxidasas (HRPO), obteniendo buenos rendimientos (Esquema 14)."°

CHO
CHO

HRPO

MeO
OMe  AcOH, H,0, €

OH H,0 desionizada

CHO

Esquema 14: Sintesis de divainillina.'®®

El uso de lacasas, con diferentes condiciones de reaccion y mediadores, también ha sido
ensayado para lograr este tipo de acoplamientos.'#21¢6.167 Sin embargo, hasta el momento el
uso de peroxidasas es mas eficiente, logrando mejores rendimientos y un menor costo de
proceso.

Modelos con mas de un tipo de enlace

Combinar enlaces del tipo aril éter con enlaces C-C en una misma molécula es de gran ayuda
para la simulacion de fragmentos de lignina. Los enlaces del tipo aril éter son los mas
abundantes en la mayoria de las ligninas, y los enlaces C-C suelen ser los mas resistentes
frente a los procesos de deslignificacion como el Kraft. Es por ello que algunos autores se
han centrado en sintetizar un modelo que contenga ambos enlaces, ya que la preparacion de
los mismos amplia la informacién espectroscépica para lograr una mayor identificacion de
fragmentos en distintas ligninas aisladas (Esquema 15)."68
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OMe
Br
o OMe
K,CO;
acetona/reflujo
OMe MeO
CHO OMe
OMe CHO
CHO ° OMe
4
MeO OMe
OAc
paraformaldehido CHO NaBH4
DMF EtOH
Piperidina, EtOH OMe
reflujo
OMe
OMe
OMe OMe
OMe MeO
M
MeO OMe

CHO

Esquema 15: Sintesis de modelos con enlaces 5-5' y -0-4.1%8

Estos son so6lo algunas de las estrategias sintéticas utilizadas para la sintesis de modelos. La
preparacion de nuevos modelos de lignina mas complejos, que imiten la estructura del
biopolimero, es de gran aporte para complementar el analisis de las mismas.

La busqueda de un conocimiento mayor sobre la biosintesis de una molécula tan compleja
como esta, fue y continda siendo uno de los objetivos dentro de la quimica de los productos
naturales. Esto, sumado a que se ha convertido en uno de los mayores subproductos
industriales, y su estructura es sumamente rica en compuestos de interés sintético, hace que
la lignina sea un biopolimeros muy estudiado hoy en dia.
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Objetivos y metodologia

3. OBJETIVOS Y METODOLOGIA

3.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo de tesis se enmarca en el analisis y uso de la
biomasa lignocelulésica producida en nuestro pais, para obtener un conocimiento
estructural de la lignina contenida en la misma, con el fin de lograr la recuperacién de
productos de mayor valor a partir de esta ultima. Para dicho fin se plantean los siguientes
objetivos especificos:

3.1.1. Objetivos especificos

Caracterizacion de la estructura de la lignina remanente del proceso Kraft y recuperacion
de productos quimicos de alto valor agregado a partir de la misma, y sus productos de
descomposicion presentes en el licor negro (LN).

Los LNs utilizados fueron suministrados por tres de las empresas productoras de pasta
de celulosa presentes en nuestro pais: Fanapel, Pamer y UPM. Como metodologia de
trabajo se plantea el uso de técnicas simples y eficientes para la extraccién de ligninas de
los distintos LNs. El procedimiento empleado sera un proceso de fraccionamiento simple,
obteniendo la lignina mediante sucesivas precipitaciones por acidificacion. El LN se
neutralizara, y las cenizas y productos de degradacion de polisacaridos contenidos en el
mismo se removeran por filtracién. La lignina sera posteriormente precipitada mediante
acidificacion, y las ceras y otros compuestos lipidicos, seran removidos mediante
extraccién en Soxhlet (Esquema 1).12
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Licor Negro

1. Agregado de H20.
2. Neutralizacion a pH7 con HCI 6M.
3. Agregado de 4 volumenes de EtOH.

l l

Filtrado Residuo

Polisacaridos y cenizas

1. Evaporacion de EtOH
2. Disminucion del pH a 2 o precipitacion
sucesivaapH 6,4y 2.

Filtrado Fracciones solidas

1. Lavado con agua acidulada pH 2
2. Secado (liofilizado o secado en estufa)
3. Lavado con Hexanos en Soxhlet por 6h.

Ligninas Kraft
Analisis estructural por métodos
espectroscopicos

Esquema 1: Metodologia de extraccion de lignina a partir de LN.

Las distintas ligninas Kraft aisladas seran identificadas y analizadas mediante diferentes
métodos analiticos como espectroscopia IR, espectroscopia de RMN uni- y bidimensional,
y espectroscopia UV. Se ensayaran ademas metodologias de degradacion para
determinar la relacion entre cada una de las unidades [p-hidroxifenilo (H), guaiacilo (G) y
siringilo (S)] presentes en las distintas fracciones aisladas (Figura 1).
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) Degradacion mediante

ozondlisis
OLignin
H Degradacion mediante
enzimas

: Degradacion mediante
pirdlisis

Figura 1: Distintas metodologias de degradacion de lignina.

Adicionalmente, la lignina Kraft aislada sera secuencialmente fraccionada mediante
extraccion con diferentes disolventes. En cada paso de extraccion la lignina sera extraida
con un disolvente y luego filtrada. El residuo sera secado y extraido con otro disolvente
de polaridad y capacidad de formacion de enlaces de hidrégeno crecientes. Los extractos
obtenidos en cada etapa seran analizados mediante las técnicas antes mencionadas. Las
fracciones mas simples seran separadas mediante cromatografia y los compuestos
aislados caracterizados mediante técnicas espectroscépicas.

La suma de los estudios en las ligninas Kraft con las distintas fracciones de lignina
aisladas, permitira alcanzar un conocimiento de la composicion de la misma, asi como un
acercamiento a su estructura. De esta forma se obtendra un conocimiento sobre las
ligninas técnicas producidas en nuestro pais, y su potencial uso como materias primas
renovables.

Sintesis de moléculas relacionadas estructuralmente con la lignina, con potencial sintético
como bloques de construccion.

Se utilizara la condensacién de Knoevenagel para la preparacion de distintos derivados
fenilpropanoides, utilizando piperidina como organocatalizador (modificacion de Doebner)
(Esquema 2).3

COOR3
CHO
COOH Py, piperidina o
| A + N + CO, + HYO
> COOR, |
Ry Ry
R:=H, OH, OMe, NO,, Br
Rzz Ho Et

Esquema 2: Preparacion de derivados fenilpropanoides.

Se utilizaran aldehidos aromaticos con distintos patrones de sustitucion (grupos dadores
de electrones (ej.: OMe) y grupos aceptores de electrones (ej.: NO), y se evaluaran
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distintas cantidades de organocatalizador y distintos disolventes, con el fin de encontrar
las mejores condiciones de reaccion.

Una vez obtenidos los acidos y ésteres correspondientes, los mismos serviran como
bloques de construccion de nuevas moléculas de interés, asi como para la sintesis de
modelos de lignina.

Sintesis de modelos de lignina que representen los diferentes tipos de uniones presentes
en el polimero natural, caracterizacién de los mismos, y comparacion espectroscopica
con la lignina Kraft, para estudiar la abundancia de tales estructuras en la misma.

Se sintetizaran una serie de modelos de lignina que contengan los patrones de enlace
tipicos presentes en la misma, o como resultado del proceso Kraft. Se propone la sintesis
de diferentes modelos alternativos que asistan en la elucidaciéon de la estructura de la
lignina y de los fragmentos de la misma, asi como su reactividad y el comportamiento
frente al fraccionamiento con diferentes disolventes.

Se sintetizara un polimero con el tipo de enlace mas abundante (B-O-4), basado en las
sintesis descritas en bibliografia para su preparacién (Esquema 3).46

EtOOC
CuB H O
Pd/C/ H2 / EtOH u r2 /HBr CszCO3/ DMF anh. %
O °C ACOE“ reflujo temp. amblente MeO
OCH3 OCHj OCH3
EtOOC HOH,C
H

NaBH4 / MeOH H 0

temp. amblente OH

MeO
n

Esquema 3: Sintesis de polimeros con enlace 3-0O-4.

Por otro lado, se plantea la preparacion de un trimero con los enlaces -O-4 y 5-5’ (enlace
del tipo C-C, esquema 4), y un dimero con el tipo de enlace B-B resinol (Esquema 5).”8

e
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CHO CHO
<>\ Lacasas
_— >
o MeO
OMe 0
OH Peroxidasas

Br

K,COs

acetona/reflujo
OMe
OMe

CHO

Esquema 4: Preparacion de trimero con enlace B-O-4 y 5-5'.

OH

OH
) o

02/CuS0s oo OMe
acetona / agua /@ o
OMe HO

Esquema 5: Preparacion de dimero con enlace 3-f3 resinol.

OH

Una vez sintetizados estos modelos, se realizara un estudio analitico de los mismos (RMN
(uni- y bidimensional), IR y pirdlisis acoplada a GC/MS), y se generara una base de datos
para comprar con los resultados obtenidos de las distintas ligninas aisladas.

La informacion que se obtenga a partir de los distintos analisis de las ligninas extraidas,
generara conocimiento sobre de las ligninas técnicas producidas en nuestro pais, y las
diferencias estructurales que estas tengan con las ligninas nativas de donde provienen.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EXTRACCION, FRACCIONAMIENTO E IDENTIFICACION DE LIGNINA A PARTIR
DE LICOR NEGRO (LN) DE DISTINTOS ORIGENES

Como se describiera en el capitulo de antecedentes, las metodologias mas ensayadas para
la extraccion de lignina sin modificaciones a partir de distintos licores negros (LNs) han sido
la precipitacion mediante agregado de acidos minerales y la ultrafiltracion.' Se han descrito
algunos analisis comparativos de la rentabilidad de ambas metodologias, verificando que la
precipitacién continia siendo el proceso mas eficiente hasta el momento.>”

La precipitacién de la lignina puede realizarse mediante el agregado de acidos minerales
como H2S04, H3PO4 y HCI.3 1 Asimismo, se ha estudiado la extraccion de la misma a distintos
pH de modo de lograr una mayor pureza de las fracciones aisladas, lo que es de gran
importancia para un posterior analisis estructural y aprovechamiento como material de partida
de otros productos de interés."" Es por ello que en este apartado nos enfocaremos en los
procedimientos desarrollados durante el trabajo de tesis para la extraccion de lignina Kraft de
distintos origenes.

4.1.1. Precipitacion de lignina mediante disminuciéon de pH a 2

ElI LN es el residuo resultante del procesado de la madera para obtener pulpa de celulosa, y
la composicion del mismo depende del origen del cual provenga y de las condiciones de
cultivo de la misma. En este trabajo se utilizaron LNs provenientes de las tres empresas de
procesado de pulpa de celulosa presentes en nuestro pais, ellas son: Fanapel, Pamer y UPM
(ex Botnia SA). Desde Fanapel se suministré LN concentrado con un contenido de agua de
aproximadamente 40% en masa. Por su parte, tanto Pamer como UPM suministraron LN
diluido, con un contenido de agua de aproximadamente 80%. Todas las muestras fueron
suministradas entre los afios 2008 y 2009.

La metodologia que se utilizd para la extraccion de lignina esta basada en la descrita por Sun
y colaboradores, donde se precipita la misma mediante la disminucion del pH utilizando HCI
6M (Figura 1)."
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Licor Negro

1. Agregado de Hz0.
2. Neutralizaciona pH7 con HCI 6M.
3. Agregadode 4 volimenes de EtOH 95%.

l l

Filtrado Residuo
Polisacaridos y cenizas

Evaporacion de EtOH
{obtencion de Fg)

l l

Precipitado {(Fo) Filtrado
Disminucidn a pH 2 con
HCI.
Filtrado Precipitado

1. Lavado conaguaaciduladapH2
2. Secado (liofilizado o en estufa).

3. Lavado conhexanos en Soxhlet por 6h.

Lignina Kraft
Andlisis etructural por métodos
espectroscopicos

Esquema 1: Extraccion de lignina a partir de LN.

El lavado con hexanos en Soxhlet de las ligninas obtenidas tiene el fin de eliminar posibles
componentes apolares como fitoesteroles y ceras. Los porcentajes de recuperacion de lignina
a partir de los distintos LNs se resumen en la tabla1.

e ———
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~13 6,51 5,91 12% T
OScuro

~11 2,17 1,94 6,5% Marrén claro

~13 7.77 6,66 22% T
OScuro

Tabla 1: Extraccion de lignina a partir de LN de distintos origenes.

Los resultados muestran que las cantidades de lignina extraible varian entre los distintos LNs.
Si comparamos los porcentajes de los LNs de UPM y Fanapel con los de Pamer, se puede
observar una diferencia importante en la cantidad de lignina Kraft recuperada. Este resultado
puede deberse a varios factores, entre los cuales podemos enumerar como mas importantes,
las condiciones del procesos de deslignificaciéon y las materias primas utilizadas por cada
empresa. Mientras que Pamer se especializa en productos reciclados como cartén corrugado
(alto contenido de lignina residual), UPM y Fanapel se centran en obtener pulpa de celulosa
con alto grado de blanqueo para la fabricacién de papel de alta calidad (bajo contenido de
lignina residual).’>'* Los procesos de deslignificacion separan la mayor cantidad de lignina
presente, pero un porcentaje menor queda unida a la celulosa siendo necesario un posterior
blanqueo de la pulpa en caso de que se busque un papel de buena calidad. Asimismo, la
materia prima necesaria en cada caso varia, ya que para la produccion de cartén corrugado
se mezclan chips de madera con papel reciclado, mientras que para papel de alta calidad se
utilizan unicamente chips de maderas seleccionadas. Estas variables hacen que el LN
proveniente de UPM y Fanapel cuente con un porcentaje de lignina diferente al obtenido a
partir del LN proveniente de Pamer.

Las distintas ligninas aisladas fueron identificadas mediante espectroscopia de IR,
observando un perfil de bandas caracteristico de la misma, segun lo descrito en bibliografia
(Figura 1a, 1b y 1c).'>16

e ———
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Figura 1b: IR de lignina Kraft aislada de LN de Pamer.
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Figura 1c: IR de lignina Kraft aislada de LN de UPM.

Como puede observarse en cada uno de los espectros obtenidos, existen bandas
caracteristicas, correspondientes a los grupos funcionales presentes mas abundantes en las
ligninas. En todos los casos se observa la banda intensa en el entorno de 3400 cm™,
correspondiente a los grupos OH (fundamentalmente fenoles). Por debajo de 1800 cm™
pueden observarse bandas correspondientes a grupos carbonilos (entre 1800 y 1600 cm™),
en el entorno de 1600 y 1500 cm las caracteristicas a las vibraciones del anillo aromatico, y
en el entorno de los 2930 cm™ las bandas caracteristicas del estiramiento C-H de —OCHs.

Estos tres espectros de IR permiten de esta forma, lograr una identificacion primaria de la
lignina extraida, comparando los espectros obtenidos con los de literatura (Figura 2), y
observando que en los tres casos el perfil de bandas entre cada uno de los espectros es
similar, aunque existen pequefas diferencias.
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Figura 2: Espectroscopia de IR de distintas fracciones de lignina extraida a partir de E.
pellita.

Por otro lado, durante la neutralizacion de LN proveniente de Fanapel (ver esquema 1), se
observo la formacion de un precipitado (Fo) que fue separado y analizado por espectroscopia
de IR, confirmando que se trataba de lignina (Figura 3). Esta observaciéon hace pensar que
parte de la lignina contenida en los distintos LNs esta formada por fracciones de alto pKa, lo
que provoca una precipitacion a pH cercanos a 7.
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Figura 3: IR de fraccion precipitada a pH=7 durante neutralizacion de LN.

Como se puede observar en el espectro, el perfil de bandas obtenido para Fo es practicamente
el mismo que el obtenido para las distintas ligninas Kraft extraidas.
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Para completar la identificacion de esta fraccion, se realizé el espectro de UV obteniendo las
bandas caracteristicas de absorcion aguda a 215, y otra a 275 nm, ambas correspondientes
a transiciones del anillo aromatico (Figura 4).

Figura 4: Espectro de UV de la fraccion F, obtenida por disminucion del pH del LN a 7.

En el espectro puede observarse un efecto batocromico de la banda aguda, que aparece a
215 nm en lugar de 210 nm como se describe en literatura.'”” Esto puede deberse a la
presencia de grupos aceptores de electrones sobre el anillo aromatico como aldehidos y
cetonas, lo que puede coincidir con el hecho de que se trate de fracciones pequefas resultado
de oxidaciones durante el proceso Kraft.

Esta determinacién completa la identificacion de la fraccion Fo, demostrando que la misma se
trata de lignina Kraft, seguramente con un pKa mayor a otras fracciones que precipitan a pH
menores.

4.1.2. Fraccionamiento de lignina a partir de LN, mediante disminucién gradual
del pH

En el marco de los objetivos de esta tesis, y en busca de un analisis mas profundo de la
lignina Kraft extraida, se elabor6 un procedimiento para precipitar la lignina de forma
fraccionada, basandonos en lo descrito en literatura sobre el fraccionamiento a distintos pH y
la relacion de éste con la presencia de las distintas unidades (G: guaiacilo, S: siringilo y H: p-
hidroxifenilo) y grupos funcionales presentes.>*®'® Para ello se utiliz6 una metodologia
basada en el proceso de extraccion indicado en el esquema 1, pero con la variante de agregar
HCI de forma gradual y obtener ligninas precipitadas a pH 6, 4 y 2 respectivamente (Esquema
2).
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Licor Negro

1. Agregado de H20.
2. Neutralizacion a pH7 con HCI 6M.
3. Agregado de 4 volimenes de EtOH.

l |

Filtrado Residuo

Polisacaridos y cenizas

1. Evaporacion de EtOH
2. Disminucion delpHconHCI6M a pH

i |

Filtrado Fracciones sdlidas

1. Lavado conagua acidulada pH2
2. Secado (liofilizado o secado en estufa)
3. Lavado conhexanos en Soxhlet por 6h.

Lignina Kraft
(F1,F2yF3)
Analisis estructural por métodos
espectroscopicos

Esquema 2: Extraccion de lignina a partir de LN, mediante disminucién gradual del pH.

Para este estudio se utilizo lignina Kraft obtenida a partir de LN de Fanapel. Los resultados
obtenidos se resumen en la tabla 2.

Fraccion 1 (lignina Fraccion 2 (lignina Fraccion 3 (Lignina
precipitada a pH 6) precipitada a pH 4) precipitada a pH2)
1,242 0,159 0,355

*Porcentaje de lignina extraida a partir de LN 12% (ver tabla 2).

Tabla 2: Masa de fracciones precipitadas a distintos pH.

Como se puede observar gran parte de la lignina fue precipitada a pH 6, lo que hace pensar
que la mayoria de los grupos protonados son acidos débiles, pertenecientes a fracciones de
altos pKa, lo que es acorde a una prevalencia de grupos fendlicos. A pH 4 y 2 la precipitacion
fue baja, recuperando menos de la mitad de lignina precipitada a pH 6. Estos valores de
recuperacion indican que existe una baja presencia de grupos funcionales de mayor acidez,
como por ejemplo acidos carboxilicos. Estos grupos suelen ser cadenas laterales oxidadas
que disminuyen el pKa de los fragmentos aislados. Es de destacar que el alto valor de
recuperaciéon a pH 6 también esta de acuerdo con la obtencion de la fraccion Fo cuando se
disminuye el pHa 7.
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Las hipoétesis anteriores fueron confirmadas mediante espectroscopia IR de las distintas
fracciones aisladas. En la figura 5a se puede ver una banda en el entorno de los 3400 cm™,
correspondiente al estiramiento O-H, de mayor intensidad que la banda observada a 1610
cm™' correspondiente a grupos C=0.. Si observamos en cambio la figura 5¢, vemos que las
intensidades se invierten y la banda correspondiente a grupos carbonilo es mayor que la
correspondiente a grupos fendlicos, por lo que la fraccion precipitada a pH 2 cuenta con una
mayor proporcion de los primeros. Por su parte, la figura 5b muestra que para la fraccion
precipitada a pH 4 la proporcién entre fenoles y grupos carbonilo es intermedia entre las
fracciones 1y 3.
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Figura 5a: IR de lignina precipitada a pH 6
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Figura 5c: IR de lignina precipitada a pH 2

Estas tres fracciones fueron también analizadas por espectroscopia UV para completar la
identificacion de las mismas (Figura 6).
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Figura 6: Espectros de UV de las fracciones obtenidas mediante disminucion de pH del LN
a 6, 4 y 2 respectivamente.

En los espectros pueden observarse las bandas caracteristicas de lignina en el entorno de
215y 275 nm. Por su parte, la fraccion 3 tiene una mayor absorbancia a 210 nm que las otras
dos fracciones, lo que indica una mayor concentracion de anillos aromaticos que las
fracciones 1 y 2, ya que las medidas fueron realizadas todas a la misma concentracion.
Asimismo, se observa un efecto batocrémico en la banda a 215 nm de las fracciones 1y 2,
lo que puede deberse a la presencia de grupos funcionales aceptores de electrones, al igual
que en el caso de Fo. Esto es coincidente, ya que las fracciones con este efecto son las
precipitadas a pH 6 y 4, mientras que en la precipitada a pH 2 no se observa dicho efecto.

La disminucién gradual del pH permitid discriminar fracciones con distinta composiciéon de
grupos funcionales. A pesar de esta discriminacion, las cantidades precipitadas a pH bajos
fue bastante menor que la precipitada a pH 6. Esto ultimo hace pensar que el fraccionamiento
de esta lignina Kraft utilizando este procedimiento no seria el mas eficiente para el analisis
de la misma, llevando esto a la busqueda de otras metodologias. Sin embargo, ésta puede
ser una forma eficaz de purificar las fracciones mas ricas en grupos fendlicos, de modo de
lograr fracciones de ciertas caracteristicas, lo que es importante para el aprovechamiento de
la misma como material de partida de otros compuestos poliméricos.®?

4.2. SINTESIS DE DERIVADOS FENILPROPANOIDES

Las estructuras del tipo fenilpropanoide no sdlo son de importancia para la sintesis de
modelos de lignina, sino que ademas cuentan con una variedad de propiedades, y pueden
ser bloques de construccion para otro tipo de moléculas de interés sintético.?*?% Esta es la
razén por la cual nuestro trabajo se centrd en la sintesis de las mismas mediante una
estrategia sencilla y eficiente, buscando generar derivados acidos y ésteres a,B-insaturados.

Para la sintesis de estos compuestos se ensayaron las condiciones de reaccion de
Knoevenagel-Doebner, con el agregado de piperidina como organocatalizador.?’-?® Se
utilizaron una variedad de derivados de benzaldehido con distinto patrén de sustitucion
obteniendo en la mayoria de los casos el acido carboxilico como producto principal. Sin
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embargo, con aldehidos sustituidos con grupos hidroxilo en las posiciones 2 o 4 del anillo
aromatico, se obtuvieron mayoritariamente los estirenos o la cumarina correspondientes, y en
uno de los casos la formacion de un nuevo compuesto (Esquema 3). Los resultados obtenidos
con cada uno de los derivados de benzaldehido utilizados se resumen en la tabla 3.

COCH
GHO 1) Py (19 eq) - b R
y €q 1
Rq COOH  piperidina (0,4 eq) Ri |
+ > + *
( R R 0
R, COOH  2) HCI hasta pH=3 Rz 2 R,
R3 R3 R3
(1eq) (1.5eq) 2 3 4
1
a: Ri=R,=R3=H Rs
b: R1=R2=H, R3=OMG R2
¢: R1=NO,, Ry=R3=H
d: R1=R3=H, R2=NO,
e: R{=Br, R,=R3=H R1 (0]
f: Ry=H, R,=OMe, R3=OH +
g: Ry=H, Ry;=R3=OH N
h: R1=R2=H, R3=OH
i: Ry= OH, R,=OMe, R3=H N~ ~0O
j: R10H, R2=R3=H
5j
Esquema 3: Reaccion de Knoevenagel-Doebner para la obtencién de derivados de acido

cinamico.

tiempo de Estireno Cumarina (%)
reaccion (h) (%)
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CHO 2 0 80 -
ey
OMe
CHO 2 0 60 ---
OH
/©/CH0 2 0 60 ---
HO
CHO 5 0.6 1.2 20
; :OH
OMe
CHO 5 0 trazas 15 (19%
©: producto 5j)*
OH

*se observa la formacion de un nuevo producto (5j) aislado con un 19% de recuperacién.
Los porcentajes son de producto aislado.

Tabla 3: Resultados obtenidos en las condiciones clasicas de Knoevenagel-Doebner con
los derivados de benzaldehido ensayados.

En la mayoria de los casos se obtuvo el &cido o estireno correspondientes con rendimientos
de moderados a buenos. Los rendimientos moderados son debidos a una recuperacién de
reactivo y/o pérdidas durante la recuperacion, el aislamiento y la purificacién (de aqui en
adelante work up) del producto, ya que el agregado de 19 eq. de piridina hizo dificultoso este
procedimiento.

La reaccion de Knoevenagel-Doebner se ha utilizado tradicionalmente para la preparacién de
acidos carboxilicos a,B-insaturados mediante la condensacion de distintos derivados de
benzaldehido con acido maldnico. Sin embargo, existen datos en la literatura que verifican la
formacion de estirenos a partir de ciertos benzaldehidos, a través de una doble
descarboxilacion.?® Simpson y colaboradores describieron la formacién de vinilfenoles a partir
de benzaldehidos con sustituyentes hidroxilo en posicion meta y/o para como resultado del
work up de la reaccién, y no durante la misma. También observaron que el agregado de acido
para cortar el avance de reaccion favorecia la formacién del estireno. En cambio, los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis son diferentes, observando la formacion de los
mismos durante el transcurso de la reaccion.

Con el fin de estudiar la influencia de las condiciones de reaccién sobre el mecanismo de la
misma, se variaron las cantidades de piperidina, piridina y el disolvente, utilizando vainillina
como reactivo de partida (Tabla 4).
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Aldehido Disolvente Producto/s’
piridina | piperidina

2f (ND, reactivo sin

1 1.1 0 THF

reaccionar)

2 1.1 0.2 THF 2 (":eDagceli‘:]g‘;‘; =L
3 1.1 0.3 THF 2f (60%)

4 19 0.4 Piridina 3f (80%)

5 1.1 0.4 THF 2f (80%)

6 1.1 0.4 CH:Cl, 2f (35%)

7 1.1 0.4 H.0 2f (17%) + 3f (8%)
8 1.1 0.8 THF 2f (81%) + 3f (trazas)

*ND= No determinado

Tabla 4: Reaccién de Knoevenagel con vainillina, variando los equivalentes de piridina y
piperidina, y el disolvente.

Los resultados obtenidos muestran la influencia de la piridina, ya que un exceso de la misma
(19 eq.) favorece la formacion del vinilfenol correspondiente. Los equivalentes de piperidina
utilizados variaron desde 0 a 0.8 eq., observando que con el agregado de 0.4 eq. se alcanzé
el rendimiento maximo de la reaccion para la formacién del acido. Cuando el nimero de
equivalentes de piperidina se aumentd al doble, y se utilizaron 1.1 eq de piridina, se
obtuvieron trazas de estireno (entrada 8, tabla 4).

Basados en los mecanismos propuestos hasta el momento para la formacion de
vinilfenoles,?¢?° planteamos un mecanismo por el cual se podria dar la formacion de los
mismos, sin la obtencion previa del acido correspondiente (Esquema 4).

e ——
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Reaccion de Koevenagel-Doebner organocatalizada por piperidina

Ox (Nj @ <COOH O (Nj

H | COOH N
—_—
OMe g COOH — = COOH
OH
HO Ho COOH HO

_ OMe OMe OMe
on iminio

HO H OMe
OMe
Ruta 2
O O Q
N - NS X
2 N = 0©®
Y -CO
COOH b ) 2 Ho
HIY ol ‘) +H* OMe
o H OMe

OMe
Metiluro de quinona

Esquema 4: Mecanismo propuesto para la formacion de acidos a,B-insaturados y
vinilfenoles, mediante la reaccion de Knoevenagel-Doebner.

La formacion de un intermedio metiluro de quinona se ve favorecida por benzaldehidos
sustituidos en posicion orto y/o para del anillo aromatico. Esto se debe a una estabilidad
mayor de estos intermedios, lo que hace que pueda darse otros mecanismos que llevan a la

formacion de vinilfenoles y/o cumarinas (Esquema 5).
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(0]
i Piridina A
H - = OH HO
HO Piperidina 0 o 3h
para-quinona 2 para-vinilfenol
Q o)
X
OH
OH .
O co, 3j
orto-quinona orto-vinilfenol

Esquema 5: Formacion de metiluros de quinona, responsables de la formacion de
vinilfenoles y cumarinas.

Esta es la razon por la cual la formacion de los vinilfenoles soélo se observa cuando se tienen
sustituyentes hidroxilo en las posiciones 2- y 4- del anillo aromatico. Sin embargo, existe una
diferencia entre los resultados obtenidos de los 4-vinilfenoles con los 2-vinilfenoles. Mientras
que los 4-vinilfenoles se obtienen en buenos rendimientos, los 2-vinilfenoles no superan el
20%, observandose la formacion de la cumarina correspondiente.

Estos intermedios metiluro de quinona, son comunmente empleados en la naturaleza, en los
mecanismos de accion de diferentes compuestos bioactivos.?®3' Una evaluacién sobre la
estabilidad de los mismos, demuestra que los intermedios metiluro de orto-quinona son
menos estables que los correspondientes isomeros para-, por lo que la formacion de éste
ultimo se ve favorecida, beneficiando de esta forma una segunda descarboxilacién que da
lugar al vinilfenol correspondiente.303!

La formacion de un nuevo producto fue observado cuando el reactivo utilizado fue el 2-
hidroxibenzaldehido (entrada 10 de tabla 3). En este caso, a pesar de formarse algo de la
cumarina correspondiente, el producto mayoritario corresponde a la formacion de una
diamida. Basados nuevamente en las estabilidades de los metiluros quinénicos (metiluro de
orto-quinona), propusimos un mecanismo por el cual se forma el compuesto 5j, que involucra
el ataque del acido maldénico sobre el intermedio metiluro para luego de una descarboxilacion,
ser atacado por dos moléculas de piperidina, y asi formar las amidas correspondientes
(Esquema 6).

e ———
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N

>

O ) O COoOr COO- "‘00C.__COO
N
H

A
@) COOH 7 \/ COO COO
r\ = N
OH o) o
-00C. _COO" CoO ) O HO o
COO"  -CO, coo- N \
- - ®
o o O o)

5

Esquema 6: Mecanismo propuesto para la formacion del producto 5;j.

El nuevo compuesto fue elucidado por RMN y se confirmdé su estructura por medio de
difraccion de RX (Figura 7).

Figura 7: Estructura de RX del compuesto 5j.

En la estructura obtenida se puede observar claramente la presencia de los dos grupos
amida, formados por las piperidinas. Los resultados obtenidos sobre la formacién de este
nuevo compuesto, seran publicados en una revista cientifica del area. Actualmente el
manuscrito se encuentra en preparacion.

Por otro lado, para evaluar el avance de la reaccion, se ensayaron distintos disolventes
organicos. Cuando el disolvente fue CH.Cl,, el unico producto formado fue el acido
carboxilico, pero el avance de la reaccion fue pobre, recuperando gran parte del material de
partida. Este bajo rendimiento puede deberse a la necesidad de utilizar una temperatura mas
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alta a la de ebullicion del CH2Cl,, para alcanzar la energia de activacion de formacion de
productos. En cambio, cuando el disolvente fue THF el porcentaje de recuperacion del acido
es maximo, no observandose formacion del estireno. Por ultimo, utilizando H.O como
disolvente, se obtuvo un nuevo producto 6f, que fue aislado e identificado como un dimero
del estireno. En la figura 8 se muestra el espectro de 'H-RMN correspondiente a 6f.

e
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La estructura de este compuesto sugiere que el mismo puede formarse a partir de una dimerizacion
de 2-metoxi-4-vinilfenol (3f). Algunos autores describen la dimerizacion de estirenos en distintas
condiciones.3>** Para confirmar una reaccién de dimerizacion, se ensayaron las mismas condiciones
de reaccién que las de la entrada 7 (tabla 4), pero utilizando 2-metoxi-4-vinilfenol como sustrato
(Esquema 7).

X OMe
1) Py (1.2eq) HO OH
<COOH piperidina (0,4 eq) O O
+ >
OMe COCH H,O = OMe
OH 2) HCI hasta pH=3
3f 6f

Esquema 7: Formacion de compuesto 6f utilizando 2-metoxi-4-vinilfenol como material de partida.

Luego de 2 h de reflujo, el unico producto observado fue el dimero 6f, mientras que al aumentar el
tiempo de reflujo, se observé la formacién de productos polares y un consumo del dimero formado.
En las condiciones de reaccion, el acido maldnico se encuentra en un leve exceso, lo que genera un
medio acido y la posible formacion de un carbocation estable sobre el estireno de partida. La reaccién
de esta especie con otra molécula de estireno sin protonar puede generar la formacion del dimero
correspondiente (Esquema 8).

COOH \_/
+

OMe COOH OMe OMe
OH OH OH

MeO ! = i OMe
HO OH
Esquema 8: Mecanismo propuesto para la formacion del dimero 6f.

Para corroborar esta hipotesis se ensayaron las mismas condiciones, pero utilizando acido salicilico
(pKa=2.98) en lugar de acido maldnico (pKa=2.85).3° Nuevamente, el Unico producto formado fue el
dimero 6f. Este resultado corrobora que existe un efecto del medio acido sobre la formacion del
mismo, favorecido por el uso de agua como disolvente de la reaccion. Los resultados de esta parte
del trabajo se publicaron en una revista especializada en el area.®
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Los resultados obtenidos durante el estudio de la reaccion de Knoevenagel-Doebner son de gran
interés, no solo porque muchos de ellos sirven como material de partida para la sintesis de modelos
de lignina, sino que también son interesantes bloques de construccion para otro tipo de moléculas.

4.3. SINTESIS DE_MODELOS DE LIGNINA

En el marco de los objetivos de esta tesis se planted la sintesis de modelos de lignina con distintos
tipos de enlaces caracteristicos (Figura 9). Se sintetizaron un total de cinco modelos con diferentes
tipos de enlaces. Los mismos fueron analizados mediante espectroscopia de RMN con el fin de
generar una base de datos que permitan identificar sefales caracteristicas en las mezclas aisladas
desde lignina Kraft. Las rutas sintéticas utilizadas se describen a continuacion.

R
OH R
O W
RN©)
HCO HHH OCHj OMe
wt O HO
HO OMe R = -COOEt, -CH,OH
CHO
Dimero con enlace 5-5' Dimero con enlace -3 Dimero con enlace B-5
OMe
EtOOC HOH,C OMe
Br H
H 0] H (0]
o OH
MeO MeO MeO
n n
CHO
Polimeros con enlace 3-O-4 Trimero con enlace 5-5'y 3-O-4

Figura 9: Modelos de lignina objetivo.
4.3.1. Sintesis de polimero con enlace 3-O-4

La importancia de contar con un modelo polimérico que contenga el enlace B-O-4 se debe a la
abundancia del mismo en la lignina. Como se mencionara en antecedentes, este tipo de enlace es el
mas abundante dentro de la lignina, pudiendo alcanzar hasta un 60% en maderas duras.®"=8 Para la
sintesis del mismo se planteé una secuencia sintética basada en los trabajos descritos por Kishimoto
y colaboradores, modificando alguno de los pasos de sintesis y utilizando vainillina como reactivo de
partida (Esquema 9).3%4' La estrategia planteada inicialmente, busca sintetizar el compuesto 11,
mondmero del polimero buscado, con un buen rendimiento global.
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COOEt COOEt
GHO GHO 1) Diisopropilamina, BuLi HO o
K,CO/EtOH (30 min 0 °C) PCC/CH,Cly coco
1 OMe BnBr 1 OMe 5y ACOEt (20 min 0 °C) ope _ famices 4A oMo
temp. amb., 26 h n ; temp. amb. 4 h
p 3) agregado de reactivo OBn p OBn
1 R=98% 7 R=98% 8 R=98% 9
COOEt GOOEt COOEt COOEt
(@) (@)
© Br Br
Pd/C 5%/H2/EtOH NBS
+
temp amb. 4h En estado sélido
OMe sin disolvente OMe Br OMe
OBn R=67% 30 min OH OH
9 10 1 12
R=39% R=43%

Esquema 9: Ruta sintética para la sintesis del monémero 11 precursor de los polimeros Ay B.

Partiendo de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido, mediante una proteccién y posterior condensacién
aldolica con acetato de etilo, se obtuvo el compuesto 8.4243 Una vez obtenido éste, se oxiddé con PCC
obteniendo el derivado B-cetoéster 9, para luego realizar la desproteccion utilizando las condiciones
clasicas para desproteger grupos bencilo (Bn), obteniendo el compuesto 10 con un rendimiento global
de 63%. El paso final para la formacion del mondmero 11 se realizé mediante una a-halogenacion.
Esta reaccién se llevd a cabo por medio de un procedimiento que destaca los principios de la “Quimica
Verde”, utilizando N-bromosuccinimida (NBS), en mortero y en ausencia de disolvente.** En estas
condiciones los productos obtenidos fueron los resultantes de la a-halogenacién 11 y halogenacion a
nivel del anillo aromatico 12, no separables mediante cromatografia en columna.

Los resultados obtenidos durante el paso de halogenacién mostraron que al estar el anillo aromatico
activado por el sustituyente hidroxilo, favorecio la reaccién de sustitucion electrofilica aromatica. Para
evitar este efecto, se optd por invertir los pasos de sintesis, realizando primero el paso de
halogenacion sobre el compuesto 9, y luego desproteger el producto halogenado (Esquema 10).

COOEt COOEt COOE
(0]
0 Br © Br
NBS Pd/C 5% / H, / EtOH
En mortero OMe temp.amb.4h
OMe 30 min OMe
OBn 89% OBn OH
9 13 11

Esquema 10: Inversion de pasos de sintesis para la preparacion del monémero 11.
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La formacion del compuesto 13 se logré con éxito, sin embargo al momento de desproteger el grupo
fenol, el producto formado fue 10 (ver esquema 9) y no 11 como se esperaba. Las condiciones de H;
/Pd-C 5% son indicadas para desproteccion de grupos bencilo, sin embargo el sistema (-cetoéster
conjugado con el anillo aromatico es susceptible de una sustitucion del bromo por un hidruro. Es por
ello que, debido a que no fue posible obtener el compuesto 11 mediante la ruta sintética planteada
inicialmente, se optd por otra estrategia similar que utiliza cloruro de p-metoxibencilo (CI-PMB) en
lugar de cloruro de bencilo (BnCl) como grupo protector (Esquema 11).

COOEt COOEt
CHO HO 0]
Diisopropilamina, BulLi M
KZCO3/DMF (30 min 0 °C) NO,/CH,CL seco
CI-PMB OMe temp. amb. 72 h OMe
reflujo, 4h OPMB AcOEt (20 min 0 °C) OMe
OPMB OPMB
1f R=80% 14 R=98% 15 R=88% 16
GOOE COOEt
© Br o . EtOOC
H
NBS TsNH,, MeSO3H 1) Cs,CO4/DMF anhid. ;|
- . .
En estado sdlido CH-Cl,. seco temp. amb. OH
sin disolvente. . > OMe P MeO n
OPMB OH
R=99% R=60%
17 11 Polimero A

Esquema 11: Sintesis de polimero A utilizando CI-PMB como grupo protector.

Mediante esta estrategia sintética se logré obtener el monémero 11 con un rendimiento global de 40%
luego de cinco pasos de reaccion, utilizando dos pasos novedosos para la obtencion de los
compuestos 17 y 11. Por un lado el compuesto 17 se obtuvo mediante las mismas condiciones de
reaccion anteriormente descritas en los esquemas 7 y 8: con NBS y sin disolvente en mortero;
mientras que para la preparacion del compuesto 11 se ensayaron condiciones no convencionales
para la desproteccion de PMB, utilizando sulfonamida (TsNH;) y acido metanosulfonico (MeSOzH).*°

Al compuesto 11 se lo hizo reaccionar en las condiciones de reaccion planteadas y se obtuvo el
polimero A, al cual se le realizdé un espectro de™C-RMN que, comparado con datos de literatura
muestra las mismas sefiales, lo que corrobora la formacién del enlace B-O-4 (Figura 10).4'
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Figura 10: Sefiales identificadas en "*C-RMN de polimero A.

La senal correspondiente al Ca no se logro identificar, ya que es dificil de determinar por la presencia
de ruido en el espectro, y por tratarse de un C cuaternario que brinda una sefal de baja intensidad.

Por ultimo, el polimero A se redujo utilizando NaBH4 para obtener el polimero B que fue identificado
mediante "*C-RMN al ser comparado con datos bibliograficos (Esquema 12 y Figura 11).4°

EtOOC HOH2C\
H H
i o NaBH4,MeOH o@—(
OH OH
MeO n 0 °C a temp. amb. MeO n

Polimero A Polimero B

Esquema 12: Sintesis de polimero B a partir de polimero A.
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Figura 11: Senales identificadas en "*C-RMN de polimero B.

Aunque se lograron identificar varias de las sefiales, el espectro del polimero B resulté en una mezcla
mas compleja que el polimero A, asimismo la masa recuperada del mismo fue baja, es por ello que
se eligié éste ultimo como modelo para ser utilizado en el registro de sefiales del experimento de
HSQC.

La sintesis de estas dos estructuras conteniendo el tipo de enlace mas abundante de la lignina,
permitié contar con modelos que dieran informacién acerca de las posibles reacciones que estos
sufren. Asimismo, se pueden obtener datos espectroscopicos que permitan reconocer sefales
caracteristicas, en los espectros bidimensionales de HSQC de las fracciones de lignina aisladas.

4.3.2. Sintesis de dimero 3-5 mediante el uso de HRPO

La sintesis de modelos mediante el uso de enzimas peroxidasas y lacasas es una estrategia sintética
frecuentemente utilizada. En colaboracién con el laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Quimica,
y a través de la Prof. Laura Franco Fraguas, se utilizé peroxidasa de rabano picante (HRPO, tipo VI-
A, EC 1.11.1.7) con el fin de obtener nuevos modelos de lignina. Las condiciones de reaccién
ensayadas se basaron en lo descrito por Zhang y colaboradores, utilizando (E)-4-hidroxi-3-
metoxicinamato de etilo (ferulato de etilo) y alcohol 4-hidroxi-3-metoxicinamico (alcohol coniferilico),
previamente sintetizados, como sustratos de la enzima en la reaccion (Esquema 13).4647
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COOEt :(a?rrlf;? I:1;nlfat.oa'—ireflujo COOEL
COOEt 2) HCl COOH
18 19
O+ OFEt OH
CHO P —
Py, piperidina _ BrBn, LiAlH,4 Et,0 anh. o
OH e oot reflujo OCHj R=66% OCH,
COOH OH OH
1f R=76% 20 21

Esquema 13: Sintesis de ferulato de etilo y alcohol coniferilico.

Basados en los resultados obtenidos mediante las reacciones de Knoevenagel-Doebner, nuestro
grupo de trabajo se centro en la sintesis de ésteres a partir de diferentes benzaldehidos. En lugar de
acido maldnico se utilizé el monoacido de malonato de dietilo (19) sintetizado a partir de malonato de
dietilo (18), mediante una hidrdlisis selectiva.

Distintos benzaldehidos fueron ensayados, obteniendo en la mayoria de los casos el éster
correspondiente. Entre los benzaldehidos elegidos, el 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (1f) es el de
interés para sintetizar ferulato de etilo (20), material de partida utilizado en la preparacion de modelos
de lignina. El ferulato de etilo fue también el precursor de alcohol coniferilico (21), uno de los
monolignoles de mayor abundancia en las distintas maderas, y de alto costo en el mercado de
reactivos debido a su gran inestabilidad a temperaturas mayores a 0 °C. El mismo fue obtenido
mediante la reduccion de ferulato con LiAlH4 y BrBn en un 66% de rendimiento (ver esquema 13).4¢

Una vez sintetizados los sustratos correspondientes (20 y 21), se llevo a cabo la reaccion con HRPO
utilizando UHP (complejo urea peréxido) como dador de perdxido y buffer fosfato de pH~6 (Esquema

14).48
R
xR
HO - \
UHP/buffer fosfato pH~6 =0 OMe
OMe 45 min
HO

OMe 22: R = -COOEt

23: R=-CH,OH

Esquema 14: Sintesis de modelos con enlace p-5
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Se ensayaron distintas condiciones de reaccién, utilizando ferulato de etilo como sustrato y variando
los equivalentes de UHP, la concentraciéon de enzima y la temperatura, con el fin de obtener mayores
porcentajes de recuperacion del dimero correspondiente. Luego de varios intentos el mejor resultado
se obtuvo cuando se utilizaron 0,55 eq. de UHP y una concentracién de enzima de 0,012 mg/mL, a
temperatura ambiente (entrada 3, Tabla 5).

1 20 1.1 0.025 7
2 20 1.1 0.012 15
3 20 0.55 0.012 17
4 20 1.1 0.006 7
5 21 0.55 0.012 7

*Los rendimientos son de producto aislado.

Tabla 5: Condiciones de reaccion para la sintesis de modelos con enlace -5.

En todos los casos se realizd el seguimiento de la reaccion por cromatografia en capa fina (TLC) cada
5 min, observando que se consumioé completamente el sustrato a los 45 min de reaccion, formando
el dimero correspondiente y otros productos de polimerizacion que no pudieron ser identificados. A
tiempos mayores a 45 min se observo un consumo del dimero formado. Cuando la temperatura se
disminuy6 a 5 °C, se observo un consumo menor de sustrato, la formacion de los mismos productos
secundarios de polimerizacion, y se obtuvo un rendimiento de recuperacion de 5%, menor al obtenido
a temperatura ambiente.

Los compuestos obtenidos fueron analizados mediante RMN, obteniendo datos espectroscépicos
para encontrar nuevas sefiales caracteristicas que permitieron ampliar la base de datos de
acoplamientos d¢/0n en espectroscopia bidimensional HSQC.

4.3.3. Sintesis de dimero con enlace 5-5’

Los enlaces del tipo C-C son de interés debido a su gran estabilidad frente a distintas condiciones a
las que se somete la lignina durante la produccion de pasta de celulosa, ya que suelen resistir
procesos de deslignificacion, a diferencia de los enlaces del tipo ariléter. La sintesis de enlaces del
tipo C-C bifenilo puede ser efectuada por métodos quimicos, pero se ha demostrado que utilizando
enzimas como biocatalizadores es posible obtener el enlace 5-5’ con buen rendimiento.***' Basados
en lo descrito en literatura, se ensayaron diferentes condiciones de reaccidn, utilizando vainillina como
sustrato y lacasa (EC 1.10.3.2) de T. versicolor disponible comercialmente, para sintetizar divainillina
(Esquema 15).

I ——
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CHO
Lacasa de T. versicolor
2 >~  MeO
OMe Buffer AcO"40mM
OH pH=4,5
1f

Esquema 15: Sintesis de divainillina mediada por lacasas.

Las lacasas muchas veces requieren un sistema mediador (LMS), el cual es necesario para que las
mismas alcancen su maxima eficiencia redox (Figura 12). Este LMS cuenta con la presencia de un
mediador que cataliza la reaccion y aumenta el potencial redox de la enzima, logrando de esta forma
la oxidacién tanto de compuestos fendlicos como no fendlicos. La enzima activa al mediador,
produciendo una especie oxidada del mismo que provoca la oxidacion del sustrato. La capacidad de
oxidacion depende entonces tanto de la enzima como del mediador utilizado, y la combinacion de los
mismos resultante en el aumento del potencial redox del sistema.®?

0, Lacasa Reg Mediador oy Sust

2 H,0 Lacasa oy Mediador reg Sust oy

Figura 12: Sistema mediador de lacasas (LMS).%?

Los mediadores pueden ser sintéticos o naturales. En las condiciones de laboratorio, se utilizaron
mediadores sintéticos como TEMPO, ABTS o HBT y burbujeo de oxigeno en el medio de reaccion.

Segun lo descrito,®® TEMPO es uno de los mediadores con los que se han obtenido mejores
resultados, por lo cual se utilizé el mismo como mediador y se realizd la reaccién en diferentes
condiciones (Tabla 6).
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1 47 4 no -- - 25 No reacciona
2 23 4 no -- - 25 No reacciona
3 23 4 Si - - 25 No reacciona
4 23 4 no 0,5 - 25 No reacciona
5 47 4 Si 0,5 - 25 No reacciona
6 23 4 Si 0,5 - 25 No reacciona
7 23 4 no 0,5 - 37 No reacciona
8 47 4 no 0,5 - 37 No reacciona
9 47 2 no - 8 25 Trazas

10 23 2 no - 8 25 Trazas

11 75 2 si - 8 25 16

Los moles de TEMPO fueron 0,075 en todos los casos.
MeOH fue utilizado para disolver el sustrato antes de incorporarlo al medio de reaccioén.

Tabla 6: Diferentes condiciones de reaccion para la sintesis de divainillina catalizada por lacasas de
T. versicolor.

Se ensayaron distintas condiciones de temperatura, concentracion de enzima y disolventes. En la
mayoria de los casos no se observo reaccion, recuperandose el material de partida. Sélo se observé
la formacién del dimero cuando se utilizé un sistema bifasico AcOEt:buffer (8:2) como medio de
reaccién, bajo corriente constante de oxigeno. En un comienzo se ensayaron condiciones de sistema
bifasico ya descritas en bibliografia,® en las cuales se vari6 la concentracién de enzima, utilizando
23y 47 UE/mL sin corriente de oxigeno. En ambos casos se logré observar la formacion de productos,
pero no fue posible obtener un rendimiento significativo. Con el fin de mejorar los resultados
obtenidos, se realizé un ensayo donde se comenz¢ utilizando una concentracién de enzima de 47
UE/mL bajo corriente de oxigeno, y se fue aumentando gradualmente hasta 75 UE/mL. Luego de 48h
de reaccion se obtuvo el producto deseado en un 16% de rendimiento con una alta recuperacion de
reactivo.

Los resultados obtenidos muestran que cuando el medio de reaccién es buffer acetato el sustrato no
reacciona, inclusive aumentando las unidades de enzima y/o la temperatura. Esto puede deberse a
problemas de solubilidad, que dificultan su disponibilidad para reaccionar con la enzima. En cambio,
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cuando se utilizé un sistema bifasico, el producto se obtuvo, aunque en muy bajos rendimientos. El
sistema bifasico permite una liberacion del sustrato en forma gradual hacia el buffer donde se
encuentra la enzima, lo que favorece la no saturacion de la misma. Por otro lado, una vez formado,
el producto pasa del buffer a la fase organica, retirandolo del medio en que se encuentra la enzima,
minimizando asi posibles polimerizaciones del mismo. Sin embargo, el aumento de la cantidad de
enzima a valores de hasta 75 UE/mL, hace que ya no se esté trabajando en condiciones cataliticas,
ya que se agregan cantidades en masa similares al sustrato.

Debido a los inconvenientes con el uso de lacasas, y basados en lo descrito por varios autores sobre
el uso de HRPO, y a nuestra experiencia previa, se decidio utilizarla como biocatalizador en la sintesis
de divainillina. En 2010 Nishimura elabor6 un procedimiento sencillo por el cual se obtuvo el dimero
5-5’ de la vainillina, utilizando HRPO y H202 en un medio acuoso, en buenos rendimientos y como
Unico producto.%® Utilizando las condiciones descritas se realizo la sintesis de divainillina obteniendo
asimismo buenos rendimientos (Esquema 16).

CHO
HRPO
) >
OMe AcOH 0,01 M, H202 3% (v/v)
H,O desionizada
OH R=65%
1f

Esquema 16: Sintesis de divainillina utilizando HRPO como biocatalizador.

Se ensayaron dos tiempos de reaccion (5 y 15 min) con el fin de evaluar el rendimiento obtenido. En
ambos casos se obtuvo como producto un sélido de color grisaceo que correspondia a divainillina.
Sin embargo, el sélido obtenido a los 15 min fue sélo parciamente soluble en DMSO a temperatura
ambiente, mientras que el sdlido obtenido a los 5 min fue totalmente soluble. Para lograr identificar
posibles diferencias estructurales se realizé difraccién de rayos X (RX) de polvo para ambos sélidos,
observando que en ambos casos se trataba de divainillina (Figura 13).

Figura 13: Estructura de RX de divainillina.
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Sin embargo, cuando se estudié la disposicion espacial de la molécula en el polvo obtenido a los 15
min., pudo observarse la formacion de una red tridimensional compleja. La molécula de divainillina en
el cristal adquiere un empaquetamiento en donde solo media molécula es independiente. Cada
molécula se conecta con otras cuatro moléculas vecinas ( figura 14A) a través de enlaces de
hidrégeno fuertes C=0-H-O del aldehido de una unidad al alcohol de la siguiente. Cada unidad
pertenece a una subred tridimensional de moléculas conectadas que deja huecos (figura 14B)
ocupados por otras dos subredes idénticas interpenetrantes entre si (figura 14C). Las moléculas de
distintas subredes presentan fuertes interacciones n-n. Esto fue consistente con la forma acicular que
se observo en cristales obtenidos de la recristalizacion lenta de la parte soluble de la divainillina.

A B C

Figura 14: Interconexiones de la molécula de divainillina en su red cristalina.

Esta disposicion espacial compacta, provoca la formaciéon de una alta cantidad de enlaces de
hidrogeno que puede ser la responsable de la insolubilidad parcial observada. A pesar de esto, se
contintia con los estudios sobre la formacién de divainillina (24) a distintitos tiempos, asi como también
el estudio de derivados de la misma para ampliar los resultados obtenidos hasta el momento.

4.3.4. Sintesis de modelo con enlace 3-B resinol

De acuerdo a lo mencionado en el capitulo de antecedentes, la sintesis de dimeros con enlace tipo
B-B resinol es interesante por la presencia de anillos furano fusionados que forman los llamados
furofuranos.®® La preparacion de los mismos puede realizarse mediante una variedad de estrategias
sintéticas entre las que se encuentra el uso de enzimas.>*°"%8

En un principio se llevd a cabo la sintesis del dimero, utilizando como sustrato alcohol coniferilico, en
presencia CuSO, y O, produciendo la descomposicién total del material de partida (Esquema 17).
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OH
OH
[ @
02 / CUSO4 3CO HIIIII |||||H OCH3
acetona / agua (1:1)

OCH;, temp. amb. 48 h HO
OH
21 05

Esquema 17: Sintesis de dimero - resinol a partir de alcohol conferilico.

Luego del resultado negativo obtenido con la sintesis quimica partiendo de alcohol coniferilico, se
optd por utilizar otro tipo de sustrato, especificamente derivados de siringilo. Como se ha dicho, de
los tres mondmeros encontrados en la lignina, el alcohol sinapilico es el que cuenta con menor
posibilidad de formar varios tipos de enlace, debido a su sustitucion en 3, 4 y 5 del anillo. Esto hace
que las posibilidades de obtener productos secundarios se reduzcan al minimo. Asimismo, varios
autores describen el uso de lacasas para la sintesis de este tipo de enlace, lo que sumado a nuestra
experiencia en el uso de la misma para formar la divainillina, hizo que se optara por utilizarla para la
sintesis del dimero 28 (Esquema 18).

COOH OMe
H (0]
gHo Fee S Lacasa 0 OH
; MeQ, H
COOH (Trametes versicolor)
HO i H OMe
MeO OMe Py, Piperidina ~ MeO A O{“BLZZ‘“‘TOH 0" N0
OH THF seco OH cO (pH=4,6), Ac MeG
26 R=75% 27 R=63% 25

Esquema 18: Sintesis de dimero 3-8 resinol a partir de acido ferulico utilizando lacasas.

Para esta reaccion se utiliz6 ABTS como mediador, y se observo que el efecto sobre el poder reductor
de la enzima es mayor que cuando el mediador fue TEMPO. Se ensayaron diferentes condiciones de
reaccion, en presencia y ausencia de oxigeno, no observando diferencias en los productos obtenidos
y el avance de reaccion. Basados en estos resultados, se continuaron los ensayos sin burbujeo de
oxigeno en el medio de reaccion. Los mejores resultados se obtuvieron en las condiciones de la
entrada 1, tabla 7, recuperando el maximo rendimiento (63%).
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1 8 3,35 10 2 8 20 100
2 8 2,68 10 2 8 20 100
3 50 2,68 10 4 16 60 <100
50 2,68 10 2 8 60 <100
50 2,68 20 4 16 60 100

Tabla 7: Condiciones de reaccion para la obtencion del dimero con enlace - resinol en ausencia
de O..

En este caso, al igual que el anterior, la concentracion de enzima necesaria para lograr un consumo
total de sustrato y un buen porcentaje de recuperaciéon del producto, es excesiva, alcanzando incluso
cantidades en masa mayores a la masa de sustrato. Esto hace que el procedimiento no sea eficiente,
y demuestra que la enzima de T. versicolor de la que disponemos no cuenta con un buen poder
reductor para lograr las reacciones de acoplamiento buscadas.

A pesar de que este no resultdé un procedimiento eficiente, el mismo permitié sintetizar el dimero -
resinol, obteniendo asi un nuevo modelo de lignina para el estudio espectroscopico del mismo.

4.3.5. Sintesis de trimero conteniendo enlace 5-5’ y 3-O-4

La posibilidad de obtener un modelo que contenga mas de un tipo de enlace, es de interés para
conocer mas acerca de la lignina.®® Para la sintesis de este modelo, se utilizaron las condiciones de
reaccion de literatura (Esquema 19), donde se monoacetila la divainillina para luego hacerla
reaccionar con 2-bromo-1-(3’,4’-dimetoxifenil)etanona (32) y asi formar el trimero deseado (Esquema
20).

OMe Ac,0/Py
OMe
Br
OMe
K,CO3
_— >
acetona/reflujo
OMe
OMe

CHO

Esquema 19: Sintesis de trimero con enlace 5-5' y B-O-4, descrito en literatura.®°
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OMe  Ac,0 (0.5 eq)/Py
> MeO

OMe
Br
O OMe
N K,CO4 _
acetona/reflujo
OMe  R=61%
OMe
29 32
0]
Br2
OMe CHC|3
OMe R=48%
31

Esquema 20: Sintesis de trimero con enlace 5-5' y 3-O-4.

La divainillina 24 previamente sintetizada mediante el uso de HRPO, se colocé en condiciones de
acetilacion selectiva, buscando obtener el producto monoacetilado 29. El mismo se obtuvo con un
rendimiento de 41%, obteniendo el compuesto diacetilado 30 como producto secundario de la
reaccion en un rendimiento de 32%.

El compuesto monoacetilado 29 se hizo reaccionar con 2-bromo-1-(3’,4’-dimetoxifenil)etanona (32),
obtenida previamente a partir de la a-halogenacion de 3’,4’-dimetoxiacetofenona (31) con bromo
molecular en cloroformo. De la reaccion de 29 con 32 se obtuvo el trimero 33 que contiene los tipos
de enlace deseados.

La sintesis de este compuesto completa los objetivos en cuanto a la preparacién de modelos de
lignina. Los mismos fueron mas tarde utilizados como base de datos espectroscopicos para
compararlos con los distintos fragmentos de lignina, asi como su uso para un analisis comparativo en
pirdlisis.
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4.3.6. Acoplamientos 8C/6H de los distintos modelos obtenidos

Una vez sintetizados los distintos modelos, se realizé el analisis mediante RMN bidimensional
(HSQC), para obtener una tabla de acoplamientos C-H, como base de datos para comparar con los
datos obtenidos de las distintas ligninas aisladas. Los acoplamientos se detallan en las siguientes
tablas.

4.4, ANALISIS ESTRUCTURAL DE LIGNINA KRAFT

4.4.1. Tratamiento de lignina con distintos disolventes organicos

A las ligninas Kraft aisladas mediante precipitacion a pH 2, se las extrajo utilizando diferentes
disolventes organicos, de forma de lograr un fraccionamiento de la misma en base a la diferencia de
polaridades de los distintos fragmentos presentes, asi como el aislamiento de moléculas de bajo peso
molecular. En un principio se utilizaron los disolventes por separado para verificar la solubilidad de
las distintas muestras de lignina en cada uno de ellos, y mas tarde se realizd una extraccion
secuencial con diferentes disolventes organicos en Soxhlet.

Extraccion con CH,Cl, y AcOEt en frio

Luego de evaluar una serie de disolventes disponibles, se optd por CH2Cl, y AcOEt para la extraccion
directa del LN. Los extractos obtenidos fueron fraccionados en mezclas menos complejas mediante
columna cromatografica y mas tarde analizados mediante espectroscopia de RMN. Sin embargo,
parte de los extractos no lograron ser eluidos de la columna cromatografica mediante las fases
moviles utilizadas, teniendo una pérdida importante cuando el disolvente de extraccion fue AcOEt
(Tabla 8).

Masa de extracto (g) Masa total de las % de masa perdido en la
fracciones eluidas (g). columna cromatografica

0.318 0.248 22%
0.580 0.152 84%

Tabla 8: Extraccién y fraccionamiento de lignina Kraft mediante distintos disolventes.

Para ambos disolventes fue posible obtener compuestos aislados que pudieron ser elucidados
mediante RMN. Los productos completamente elucidados fueron un dimero de restos sinapilicos 34,
siringol 35, etilsiringol 36 (Figura 15).
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4-(4-acetil-2,6-dimetoxifenoxi)-3,5-dimetoxibenzaldehido (extraido de LN extraido con CH,Cl,)

o} 0o OH

o 2,6-dimetoxifenol (Siringol)
H o (Recuperado de LN extraido con
o O CH,Cl, y AcOEt)

35
4-etil-2,6-dimetoxfenol (Etil siringol)

(Recuperado de LN extraido con AcOEt) 36
34

Figura 15: Compuestos aislados a partir de lignina Kraft.

Los compuestos identificados son todos derivados de unidades siringilo, lo que es acorde al tipo de
madera utilizada (maderas duras de la especie Eucaliptus) en nuestro pais por las empresas de
produccién de pasta de celulosa. Tanto el compuesto 35 como el 36 han sido identificados mediante
distintas caracterizaciones de ligninas Kraft.6'-¢3 Sin embargo, el dimero 34 que contiene un enlace
del tipo 4-O-4’ no ha sido descrito hasta el momento como presente en la madera. Los espectros de
RMN de protén y las sefales correspondientes a la identificacion de cada uno de los compuestos se
muestran en la figura 16a, 16b y 16c¢.
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Figura 16a: Espectro de "H-RMN de dimero con enlace 4-O-4’ (34).
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Figura 16b: Espectro de 'H-RMN de siringol (35).
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Figura 16c¢: Espectro de "H-RMN de etilsiringol (36).
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La mayoria de los autores describe la formacién de siringol y otros derivados de monolignoles durante
el analisis de ligninas mediante Py-GC/MS vy otras técnicas.?*%° Sin embargo, no se ha encontrado
una descripcion sobre la identificacion de éste y otros derivados sin un tratamiento previo de
degradacién, tanto de lignina nativas como técnicas. El siringol es un compuesto muy utilizado en la
industria alimentaria como aromatizante, ya que cuenta con un fuerte aroma ahumado, por lo que su
recuperacion desde lignina Kraft mediante una metodologia sencilla seria de gran aprovechamiento.
El inconveniente surge en los porcentajes de recuperacion de este producto, ya que las cantidades
recuperadas fueron siempre menores al 3% sobre la masa de lignina extraida.

Por otro lado, el dimero aislado cuenta con un enlace difeniléter 4-O-4’ no encontrado hasta el
momento en ligninas nativas, lo que hace pensar que el mismo puede ser resultado de
condensaciones durante el proceso Kraft. Como se dijo en el capitulo de antecedentes, durante el
proceso no solo se da la ruptura de enlaces de la lignina, sino que también se generan
condensaciones que pueden llevar a los mismos tipos de enlaces o a la formacién de nuevas
uniones.%¢%” Este dimero adquiere importancia ya que podria ser utilizado como material de partida
de otros compuestos, pero el principal aporte se basa en el analisis para encontrar cual o cuales son
los mecanismos para que el mismo se forme.

Estos tres compuestos fueron los Unicos recuperados y completamente elucidados en las condiciones
de extraccion. El resto de las fracciones aisladas se identificaron como mezclas complejas de
compuestos que fueron analizadas mediante espectroscopia de RMN bidimensional (HSQC), al igual
que el crudo de extraccion. Para cada fraccion se realizé un registro de los acoplamientos &c/6n
realizando un estudio comparativo de los mismos con lo registrado hasta el momento en
bibliografia.®*6%6¢ Como resultado de este estudio se logro realizar una estimacion de la presencia de
unidades S y G en cada una de las mezclas, asi como abundancia relativa de distintos tipos de enlace
en la lignina Kraft. En la tabla 9 se enumeran las principales asignaciones descritas en bibliografia,®°-¢8
y su correspondencia con las subestructuras correspondientes (ver figura 11 de capitulo
antecedentes).
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Bs 53.7/3/12 Cp-Hp en B-B’ (resinol) subestructura (B)
Cs 53.7/3.44 Cp-Hp en B-5 (fenilcumarano) subestructura (C)
Ep 55.0/2.75 Cp-Hgin B-1" subestructuras ()
-OMe 55.6/3.73 C-H en metoxilos
Ay 59.4/3.40y 3.72 CyHy B-O-4' subestructuras (A)
Dg 59.6/2.75 Cp-Hp en subestructuras espirodienona (D)
ly 61.3/4.09 Cy-Hy en cinamil (sinapil/coniferil) grupo terminal alcohol (I)
Cy 62.5/3.72 Cy-Hy en subestructuras fenilcumarano (C)
By 71.0/3.83y 4.19 Cy-Hy en subestructuras resinol (B)
Aa 71.7/4.86 Ca-Ha en subestructuras-O-4' (A)
Dgr 79.3/4.11 Cp-Hp en subestructuras espirodienona (D)
D« 81.2/5.09 CaHa en subestructuras espirodienona (D)
AgG) 83.5/4.28 Cp-Hp en uniones 3-O-4"'a unidades G (A)
Fg 83.8/5.23 Cp-Hp en subestructuras (Ca=0) p-O-4' oxidadas (F)
Ba 84.8/4.67 Ca-Haen subestructuras resinol (B)
Do 84.8/4.75 Cua-Ha en subestructuras espirodienona (D)
Ags) 85.8/4.11 Cp-Hg en unionesB-O-4' a unidades S (A)
Ca 86.8/5.46 Ca-Ha en subestructuras fenilcumarano (C)
Sz 103.8/6.69 C2,6-H2,6 €n unidades siringilo tipo éter (S)
S’26 106.6/7.32y 7.19 C2,6-Hz2,6 €n unidades siringilo fendlicas oxidadas (Ca=0) (S’)
G2 110.9/6.99 C2-H2 en unidades guaiacilo (G)
D2 113.2/6.27 C2Hz en subestructuras espirodienona (D)
Hs;s 114.9/6.74 Cs,s-Hss en unidades p-hidroxyfenilo (H)
Gs/Gs 114.9/6.72 'y 6.94 Cs-Hsy Ce-Hs en unidades guaiacilo (G)
118.7/6.77
De' 118.9/6.09 Ce'Hs en subestructuras espirodienona (D)
Hz6 128.0/7.23 C2,6-Hz2,6 €n unidades p-hidroxyfenilo(H)

Tabla 9: Lista de acoplamientos d¢/dn en los espectros de HSQC y sus correspondientes
asignaciones.®®
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Por su parte, de los distintos modelos sintetizados se logré realizar tablas de acoplamientos para
comparar con las distintas fracciones aisladas. Los acoplamientos registrados en cada uno de los
modelos se resumen en las tablas 10 y 11.

EtOOC ! E100C g
H——o0
OH
MeO n HO HO
OMe OMe

Oc/OH ppm | Asignacion Oc/dH ppm Asignacion 0c/du ppm Asignacion
13.0/1.21 CHs éster 14.6/1.36 CHs éster 53.8/3.55 CHB
55.5/3.88 | -OMe 56.9/3.91 -OMe 55.5/3.85 -OMe
61.8/4.23 | CH2z éster 55.8/3.34 CHB 64.4/3.87 CHay
112.5/7.72 | Aromatico 61.1/4.29 CHz éster 87.5/5.58 CHa
113.7/6.81 | Aromatico 87.6/6.13 CHa 109.8/7.05 Aromatico
114.3/6.98 | Aromatico 108.6/6.93 Aromatico 110.8/6.96 Aromatico
114.7/7.13 | Aromatico 111.8/7.05 Aromatico 114.5/6.82 Aromatico
123.3/7.61 | Aromatico 114.1/6.91 Aromatico 115.2/6.98 Aromatico
124.3/7.77 | Aromatico 116.0/6.32 CH=CH 118.7/6.89 Aromético
129.6/7.20 | Aromatico 117.8/7.21 Aromatico 127.8/6.26 CH=CH

119.5/6.93 Aromatico 129.7/6.54 CH=CH

144.0/7.66 CH=CH

|
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OMe
OMe
CHO

Oc/dH ppm Asignacion Oc/dn ppm | Asignacion | dc/én ppm Asignacion
20.5/2.14 CHs Acetato 56.4/3.94 | -OMe 47.7/4.14 CHB
56.0/3.88 -OMe 109.7/7.43 | Aromatico | 55.7/3.84 -OMe
76.6/5.19 CH2B 128.8/7.43 | Aromatico | 82.5/5.78 CHa
109.8/6.78 Aromatico 102.9/6.74 Aromatico

109.7/7.50 Aromatico

119.3/7.50 Aromatico

122.8/7.40 Aromatico

127.4/7.38 Aromatico

127.6/7.51 Aromatico

191.0/9.89 CHO

Tablas 10 y 11: Asignacion de acoplamientos 6¢/0n presentes en los experimentos de HSQC de los
distintos modelos sintetizados.

Los distintos acoplamientos identificados en cada uno de los HSQC realizados a las distintas
fracciones, se muestran en las tablas 12a y 12b, indicando en cada caso la asignacion
correspondiente. Fracciones extraidas con CH2Cls.

Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparaciéon de modelos de lignina y estructuras

relacionadas con potencial sintético. 99



Resultados y Discusion

Acoplamientos identificados

56.5/3.90 y 3.97 (OMe); 104.0/6.74 (Szs); 119.1/6,83 (Gs/Ge); 128.2/7.45 (Hag);
191.2/9.85 (CHO)

56.5/3.96 y 56.9/3.85 (OMe); 103.1/6.75 (Sze); 106.0/7.26 y 106.9/7.17 (S'z0);
110.8/6.72 (G2); 114.8/6.91 (Gs/Ge); 128.6/7.34 (Hz6); 191.2/9.83 (CHO)

53.8/3.12 (Bg); 56.5/3.90 (OMe); 71.0/4.16 y 71.4/4.30 (B,); 103.6/6.78 (Sze);
114.4/6.90 (Gs/Gs)

56.5/3.96 y 56.3/3.90 (OMe); 103.8/6.85 (Sz.6); 106.7/7.24 (S5

Tabla12a: Acoplamientos identificados en los distintos espectros de HSQC de lignina Kraft,
obtenida mediante extraccion con CH2Cl, y posterior separacion en columna cromatografica.

Acoplamientos identificados

56.5/3.85 y 56.7/3.97 (OMe); 103.2/6.75 (Szs); 106.7/7.17 (S'2s); 114.6/6.92 (Gs/Ge);
128.3/7.43 (Hae); 191.4/9.48 (CHO)

53.4/3.94 (CB): 55.9/3.92 (OMe); 59.7/3.94 (A,); 103.0/6.77 (Szs); 110.3/6.76(Gy);
114.1/6.90 (Gs/Gs)127.8/7.42 (Hzs): 191.0/9.82 (CHO)

56.1/3.88 (OMe); 59.6/3.88 (A,); 71.0/3.88 y 71.4/4.28 (B,); 81.8/4.85 (D.); 106.9/7.14
(S'26); 114.1/6.83 (Gs/Gs)

Tabla12b: Acoplamientos identificados en los distintos espectros de HSQC de lignina Kraft,
obtenida mediante extraccion con AcOEt y posterior separacion en columna cromatografica.

Los acoplamientos identificados muestran un alto contenido de unidades S, S’y G, ya que las mismas
estan presentes en la mayoria de las fracciones aisladas. Este resultado es acorde al tipo de madera
de la cual proviene dicha lignina. Como ya se mencionara, la madera utilizada por las empresas UPM
y Fanapel es del género Eucalyptus, un tipo de madera dura de eleccion para la obtencion de pulpa
de celulosa. La misma se caracteriza por tener un porcentaje mayor de unidades siringilo sobre las
guaiacilo, mientras que las p-hidroxifenilo se encuentran en bajas proporciones.

Complementariamente, se identifican acoplamientos del tipo B-5 y B-O-4, dos tipos de enlace que a
pesar de ser susceptibles en las condiciones de reaccion, alguno de ellos puede resistir dicho proceso
o tal vez formarse como parte de la repolimerizacién que existe durante el mismo.
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Por otro lado, se identifican acoplamientos a bajos ppm (9.7/1.28; 29.7/1.27; 26.4/2.58) que pueden
corresponder a CH; y CHs; de cadenas laterales carbonadas que se forman durante el proceso,
similares a las identificadas en el compuesto 36, 0 a grupos metilo adyacentes a un grupo carbonilo
formado por procesos de oxidacion. Asimismo, alguna de las fracciones contiene el acoplamiento
caracteristico de grupos aldehidos, lo que reafirma la formacion de los mismos durante el proceso de
deslignificacion. Sin embargo, en ambos casos se identifican en las primeras fracciones extraidas de
la columna cromatografica, lo que lleva a pensar que dichos grupos forman parte de moléculas de
bajo peso molecular, ya que se encuentran en fracciones eluidas con mezclas apolares.

Extraccion secuencial en Soxhlet

En busca de un analisis mas detallado de los tres tipos de lignina Kraft (Fanapel, Pamer y UPM), nos
planteamos como objetivo de esta tesis el estudio de las mismas mediante una disolucién secuencial
con cinco disolventes organicos de polaridad creciente en Soxhlet (Esquema 21).

Lignina
Kraft
\——

‘ . | Extracto 1
| Residuo | (Et,0)

| Extracto 2 .
| (CH,Cl,) Residuo

\

PR m——

Extracto 3

Residuo (Isopropanol)

Extracto 4 .
(EtOH) Residuo

Extracto 5 Residuo
(MeOH) final

Esquema 21: Fraccionamiento de lignina Kraft mediante disolucién secuencial.

Los disolventes elegidos fueron: Et,O, CH2Cl,, Isopropanol, EtOH y MeOH, obteniendo los extractos
de 1 a 5 respectivamente. Las cantidades extraidas en cada uno de los casos se resumen en la tabla
13.
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Extracto Lignina UPM  Lignina Pamer Lignina Fanapel
1 (Et20) 1% 17% 2%
2 (CH2Cl) 21% 7% 5%
3 (iPrOH) 11% 2% 19%
4 (EtOH) 27% 16% 68%
5 (MeOH) 32% 14% 0%
Residuo final 0% 35% 0%

Tabla 13: Porcentajes de extraccion con distintos disolventes en Soxhlet.

Mediante este procedimiento fue posible obtener una variedad de fracciones de lignina para analizar
mediante IR y HSQC. Como se observa en la tabla 13, los porcentajes de extraccion con los distintos
disolventes elegidos varian dependiendo de la fuente de la cual proviene cada lignina. Mientras que
la lignina proveniente de Fanapel es totalmente soluble en EtOH, la proveniente de UPM se solubiliza
completamente con MeOH, mientras que un gran porcentaje de la lignina de Pamer es insolule en los
disolventes polares elegidos. Estas diferencias de solubilidades muestran mayor homogeneidad en
las ligninas provenienetes de Fanapel y UPM, ya que el mayor porcentaje de recuperacion se obtiene
con los alcoholes EtOH y MeOH, mientras que la lignina Kraft de Pamer contiene un alto porcentaje
de compuestos apolares extraibles con Et;O, no logrando disolver parte de la misma en MeOH. Estas
diferencias, confirman una mayor variabilidad de estructuras resultado de las materias primas
utilizadas por la empresa, como se mencionara anteriormente.

La lignina Kraft de Pamer es la Unica con la que se obtuvieron fracciones extraibles con cada uno de
los disolventes elegidos, y de las tres es la que contiene mayor cantidad de moléculas de bajo peso
molecular. Al mismo tiempo, contiene compuestos insolubles en MeOH, esto es un indicio de contiene
fragmentos de alto peso molecular, ya que fragmentos de lignina de alto peso molecular suelen ser
insolubles en disolventes organicos. Por el contrario, tanto la lignina Kraft de Fanapel como la de UPM
practicamente no contienen fracciones apolares que se extraigan con Et,0.Sin embargo, cuando se
comparo la extraccion con CH,Cl, de ambas muestras, se observé un porcentaje 4 veces mayor de
material extraible para la lignina Kraft de UPM. Esto resultado puede deberse tanto a las maderas
utilizadas como al proceso de deslignificacién, ya que estos dos factores son los que determinan la
lignina Kraft obtenida luedo de proceso.

A cada una de las fracciones se les realizé IR para determinar diferencias en su composicion. En las
figura 17 se observan los distintos IRs obtenidos para la extraccién de lignina Kraft proveniente de LN
de UPM.

Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparaciéon de modelos de lignina y estructuras

relacionadas con potencial sintético. 1 02



Resultados y Discusion
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Figura 17: IRs de fracciones de lignina obtenidas a partir de la extracciéon sucesiva con distintos
disolventes, de lignina Kraft proveniente de LN de UPM.

Los distintos IRs muestran distintas relaciones de intensidad de las bandas dentro de cada una de
las fracciones aisladas, logrando de esta forma algunas conclusiones en cuanto a las abundancias
de los grupos funcionales presentes. Mientras que en el espectro de fracciones extraidas con
disolventes apolares la banda en el entorno de los 3350 cm™ (correspondiente a estiramiento O-H)
tiene menor intensidad que las presentes en el entorno entre 1600 a 1750 cm™ (correspondiente a
estiramiento C=0 y C=C), en fracciones extraidas con disolventes polares ésta diferencia disminuye,
para finalmente invertirse. Este resultado es acorde a lo discutido anteriormente, ya que las fracciones
extraidas con disolventes polares contendran mayor porcentaje de grupos OH, tanto de fenoles como
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de acidos carboxilicos. Los compuestos de bajo peso molecular, presentes en las fracciones Et;O y
CH.CI, suelen ser resultado de un primer paso de deslignificacion y posterior oxidacion de sus
cadenas laterales. Esto provoca un aumento en los grupos carbonilo que se observa en una
intensidad mayor de las bandas presentes en el entorno de 1600 a 1750.

Por otro lado, como se puede observar en la figura 18, en el caso de la fraccion 1 de Pamer, la banda
en el entorno a los 3350 cm™ practicamente no existe, mientras que las bandas en el entorno de 2850
y 2930 cm™ aumentan su intensidad significativamente. Esto indica que los grupos metoxilo (OMe)
son mas abundantes que los grupos hidroxilo presentes, lo que puede deberse a una cantidad mayor
de unidades siringilo.

Fraccion 1 (Et20) Fraccion R (residuo)

105

L

00— »

Figura 18: IRs de fracciones 1 y residuo, obtenidas a partir de la extraccién de lignina Kraft
proveniente de LN de Pamer.

También, como se mencionara anteriormente, este fue el Unico caso donde se obtuvo un residuo
luego de las extracciones con los distintos disolventes. Si se observa el escpectro de IR para dicha
fraccion (fraccion R), puede verse como la banda correspondiente a los grupos hidroxilos se
incrementa, mientras que las bandas correspondientes a grupos carbonilo en el entorno de 1600 a
1750 cm™, no se encuentran presentes. Esto da un indicio, de que los componentes presentes en
esta fraccion,cuentan con un alto contenido de fenoles. Por otra parte, la ausencia de grupos
carbonilo, posiblemente se deba a que los mismos estan presentes en fragmentos de menor peso
molecular y menor polaridad, ya que se forman como resultado de oxidaciones que se dan durante el
proceso de deslignificacion.

Esta diferencia de la lignina Kraft de Pamer con la de UPM y Fanapel, es una prueba mas de que la
misma proviene de diferentes tipos de materias primas (madera y material recilcado reciclado), lo que
sumado a un proceso de deslignificacion menos exigente, debido a que el papel a fabricar es carton
corrugado, lleva a una composicion de fragmentos de lignina variados.

Aunque los espectros de IR otorgan informacion sobre los grupos funcionales de las moléculas, asi
como una estimacion de la abundancia relativa de los mismos, es necesario un analisis
complementario para lograr mas informacion acerca de la composicion de cada una de las fracciones.
Para ello se realizo6 HSQC de cada una de las muestras, obteniendo una serie de datos que ofrece
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informacion sobre la presencia de los distintas unidades S, G y H. Los distintos espectros de IR
pueden observarse en el anexo espectroscopia.

En las tablas 14a-c se resumen los acoplamientos identificados para cada grupo de fracciones
aisladas.

Acoplamientos identificados

56.3/3.75 y 3.83 (OMe); 60.5/3.74 (A,); 63.3/3.59 (C,); 71.1/4.16 (B,), 85.7/4.62 (Ag);
111.1/7.39 (Gz); 118.7/6.69 (Gs/Ge); 143.2/7.74 (CH=CH modelo B-5)

53.5/3.75 (Cp); 56.4/3.75 (OMe); 106.9/7.23 (S'2,6)
56.4/3.74 (OMe); 62.5/3.78 (Cy); 71.0/3.88 (B,); 115.6/6.70 (Ar Gs modelo -5)

56.3/3.73 (OMe); 59.6/3.33 (A,); 71.6/3.81 (B,); 85.5/4.62 (As); 106.5/7.22 (S'2s);
114.2/6.91 (Gs/Gs)

56.3/3.72 (OMe); 59.6/3.23 (Ay); 71.7/3.80 (By); 106.7/7.22 (S’26); 128,8/7.53 (G2
modelo 5-5)

Tabla 14a: Acoplamientos identificados en los espectros de HSQC de fracciones de lignina
proveniente de UPM, mediante extraccién en Soxhlet.

Acoplamientos identificados
56.4/3.74 y 3.83 (OMe); 59.3/3.29 (Ay); 71.1/3.88 (By); 106.9/7.22 (S’26)

56.3/3.74 y 3.83 (OMe); 59.3/3.28 (Ay); 71.4/3.76 y 71.5/4.16 (By); 103.9/6.61 (Sze);
106.9/7.23 (S’26)

56.3/3.74 y 3.83 (OMe); 59.3/3.28 (A,); 103.9/6.61 (Sz5); 106.5/7.24 y 7.43 (S'2)
56.2/3.75 (OMe), 59.3/3.25 (A,); 71.3/4.16 (B,); 106.2/7.39 (S'zs)

Tabla 14b: Acoplamientos identificados en los espectros de HSQC de fracciones de lignina
proveniente de Fanapel, mediante extraccion en Soxhlet.

L
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Acoplamientos identificados
55.7/3.72 y 56.0/3.83 (OMe)
56.0/3.75 (OMe); 61.9/4.11 (ly); 71.4/4.14 (B,)
56.0/3.75 (OMe)
56.0/3.73 (OMe); 71.1/3.71 'y 71.4/4.12 (B,); 71.5/4.76 (Aq)
); 62.9/3.44 (Cy); 71.7/4.75 (Aq); 113.8/6.94 (S2)
);

71.6/4.76 (Aq)

56.0/3.74 (OMe
56.0/3.72 (OMe

Tabla 14c: Acoplamientos identificados en los espectros de HSQC de fracciones de lignina
proveniente de Pamer, mediante extraccion en Soxhlet.

Los compuestos extraidos con Et,O y CH»Cl,, forman una mezcla compleja de compuestos de bajo
peso molecular, lo que lleva a una variedad de acoplamientos a bajos ppm observados en el HSQC.
Estos acoplamientos pueden corresponder, como se mencionara anteriormente, a cadenas laterales
que sufren modificaciones durante el proceso, obteniendo una variedad de de grupos metilen y metilo
que presentan sefiales entre 0.90 y 4.50 ppm en el "H-RMN, y 0.0 y 80 ppm en el *C-RMN, que no
lograron ser identificadas.

A diferencia de los resultados obtenidos con la extraccion y posterior separacién por columna
cromatogréfica, en este caso no se observan acoplamientos caracteristicos de grupos aldehido. Esto
hace pensar que la abundancia de los mismos es baja, y solo estan presentes en algunas moléculas,
mientras que la mayoria contiene otro tipo de grupos funionales resultado de oxidaciones, como
cetonas y acidos carboxilicos. Este bajo contenido de aldehidos, en relacion a otras moléculas
presentes, es la razon por la cual no se detecta el acomplamiento, ya que la RMN depende de la
cantidad de moléculas presentes en disolucion.Cuanto menor la cantidad de las mismas respecto a
otras presentes, peor sera el registro de las sefales en el espectro, no logrando observar el
acoplamiento correspondiente.

Nuevamente, los resultados de los HSQC confirman la abundancia de unidades S y G en las distintas
fracciones, mediante la identificacidn de acoplamientos del tipo C-H aromaticos (G2, Gs/Gs, S25Y S’256).
Ademas, se logroé identificar acoplamientos Cg-Hg de uniones 3-5 y B-B, Cy-H, de uniones 3-O-4, -5
y B-B, ¥ Co-Hq de B-O-4. Estos resultados demuestran que durante la deslignificacion alguna de las
uniones presentes se mantienen intactas, mientras que gran parte de las mismas sufre ruptura y
posterior oxidacién dando como resultado estructuras del tipo G, Sy S'.

Sin embargo, lo observado con la lignina Kraft proveniente de Pamer es apreciablemnte diferente a
lo obtenido con las de UPM y Fanapel. Por un lado, en las fracciones ailadas de UPM y Fanapel se
observé una uniformidad de los acoplamientos, identificando unidades S y G, asi como estructuras
con distintos tipos de enlaces, en cada una de las fracciones aisladas. En cambio, para las fracciones
de Pamer, se logré identificar sélo una pequefia proporciéon de los acoplamientos observados, que en
algunos casos correspondié unicamente al acoplamiento —OMe. Una vez mas, se confirmé una
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variabilidad compleja de estructura presentes en lignina Kraft de Pamer, lo que dificultdé la
caracterizacion por falta de homogeneidad entre las distintas muestras. Adicionalmente, los
acoplamientos registrados en este caso no pudieron ser identificados como parte de moléculas
caracteristicas resultantes de la deslignificacién. Es necesario entonces emplear técnicas analiticas
adicionales para lograr una identificacion mayor de los componentes de dicha lignina, y asi lograr un
conocimiento mas amplio de la misma.

Por otro lado, se utilizaron los modelos sintetizados para lograr identificar otros acoplamientos
presentes, no identificados en comparacion con los datos bibliograficos. De esta forma fueron
asignados algunos acomplamientos como los correspondientes a dobles enlaces conjugados al anillo
aromatico (CH=CH) o CH aromaticos de unidades G formando parte de un acoplamiento bifenilo del
tipo 5-5'.Estas identificaciones son utiles para conocer mas a fondo la composicion de las ligninas
estudiadas, siendo importante la sintesis de otros modelos que puedan contribuir a nuevas
acoplamientos.

A pesar de las asignaciones logradas, resta asignar una variedad de acoplamientos presentes en
cada una de las fracciones. Es importante lograr la identificacion de la mayor cantidad de
acoplamientos, con el fin de conocer mas a fondo la composicion de las ligninas y de esa forma poder
elaborar una estrategia que permita obtener compuestos de mayor valor a partir de las mismas.

4.4.2. Analisis complementario de lignina Kraft proveniente de UPM

Debido a la mayor homogeneidad de las ligninas Kraft extraidas de LN de UPM, se decidié ampliar el
analisis de las mismas mediante el uso de otras técnicas analiticas. Para ello se le realizé a cada una
de las fracciones, pirdlisis acoplada a GC/MS para determinar la composicion relativa de unidades
S/G. Asimismo, a la lignina Kraft se la sometié a condiciones de ozondlisis para observar la
reactividad de la misma.

Ozondlisis de Lignina Kraft UPM

Basandonos en los descrito en bibliografia sobre la degradacion de lignina mediante el uso de
0zono,%7% nos planteamos realizar dicha reaccién sobre la lignina Kraft extraida de LN de UPM. Para
ello se utilizaron condiciones de ozondlisis reductiva clasicas (Esquema 22), variando masa de lignina
y disolvente utilizado, para evaluar la reactividad de la misma con el ozono (Tabla 15).

4 1) O3, -78 °C, 30 min
P > /go + /go
2) Me,S 3

Esquema 22: Ozondlisis de lignina Kraft de UPM.
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1 2.80 MeOH 15
2 1.00 CH,Cl; 15
3 0.1 CH,Cl:MeOH 15 (10:5)

Tabla 15: Condiciones de reaccion para ozondlisis de lignina Kraft.

Las cantidades de lignina utilizadas variaron desde valores de gramos a miligramos con el fin de
observar si la concentracion de lignina afectaba a la reaccion. Los resultados obtenidos demostraron,
que a pesar de utilizar concentraciones bajas de lignina (entrada 3, tabla 15), el porcentaje de
degradaciéon no aumenté al disminuir la concentracion, recuperando un crudo de reaccion < 10% para
las entradas 2 y 3 de la tabla 15.

A pesar de la baja degradacion de lignina, la fraccion degradada se recuperd del medio de reaccién
y fue analizada mediante GC-MS para lograr identificar posibles compuestos formados. Luego de
dicho analisis se logré identificar un total de 9 compuestos (Figura 19).

O~ __H (@) O~__H 0]
MeO OMe
OH OMe OMe MeO OMe MeO OMe
OH OH OH OH
37 38 39 40 1
O~ __H
; OMe /©\ MeO OMe
OMe 0o MeO OMe o)
o (0]
OMe MeO OMe
OMe HO OMe
OH
O™ H 07 H
OH
42 43 44 45

Figura 19: Compuestos obtenidos mediante oxidacién de lignina con ozono.

La determinacion de los compuestos 37 a 45 se realizo utilizando la base de datos presente en el
espectrometro de masas donde se inyectaron las muestras. Para el resto de los compuestos la
determinacion se basoé en la abundancia de unidades S y G presentes, los tipos de enlace clasicos
encontrados en las ligninas y el nuevo tipo de enlace 4-O-4’ determinado para el compuesto 33. La
mayoria de los compuestos identificados son resultado de la ozondlisis reductiva, ya que se trata de
aldehidos y cetonas. Sin embargo el compuesto 37 (siringol), seguramente sea resultado de la
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extraccion en los 30 min. de reaccién, cuando se utilizé CH2Cl. como disolvente.Cuando el disolvente
fue MeOH, se obtuvo una disolucion practicamente total de la muestra, pero al momento de purificar
el crudo mediante columna cromatografica, solamente las primeras fracciones eluidas fueron mezclas
facilmente identificables. Esto hace suponer, que aunque la lignina es soluble en MeOH no significa
que la misma haya reaccionado con ozono.

Los bajos porcentajes de oxidacion de lignina hacen pensar que se necesitan tiempos de reaccion
mas extensos que los 30 min utilizados, para que el ozono reaccione con los dobles enlaces presentes
en la misma. Como ya se ha discutido, esta lignina esta compuesta mayoritariamente por fragmentos
de alto peso molecular y pocos fragmentos de bajo peso molecular. Cuando los compuestos son de
alto peso molecular, pueden contar con una disposicion espacial compleja, o que provoca una baja
disponibilidad de los dobles enlaces para reaccionar. Si los tiempos de reaccion se aumentan, el
ozono podria tener la posibilidad de alcanzar dichos dobles enlaces y reaccionar con los mismos.
Otra discusion puede centrarse en el contenido de dobles enlaces presentes en la lignina. Se conoce
la presencia de los mismos, pero no se tiene un dato certero de la abundancia, por lo que un bajo
contenido puede ser otra de las razones de la baja reactividad.

Pirdlisis de fracciones obtenidas a partir de lignina Kraft de UPM.

La pirdlisis es una técnica ampliamente utilizada para degradar macromoléculas organicas, entre ellas
los distintos biopolimeros presentes en la madera, en compuestos de menor peso molecular. Existe
una gran variedad de articulos cientificos en los que se describe el uso de pirdlisis para la
fragmentacion de celulosa, hemicelulosa, lignina y madera entera.”’’* En este contexto, se realizd
pirdlisis sobre las muestras obtenidas del fraccionamiento de lignina Kraft proveniente de UPM (ver
esquema 21). La metodologia utilizada fue pirdlisis a 450°C, acoplada a cromatografia gaseosa,
seguida de espectrometria de masa (Py-GC/MS).

Los resultados obtenidos mediante este proceso se detallan en la tabla 16.

|
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Compuesto Origen Compuesto Origen Compuesto Origen Compuesto Origen Compuesto Origen
Guaiacol G Guaiacol G Guaiacol G Guaiacol G Guaiacol G
4-Vinilguaiacol G 4-Metilguaicol G 4-Metilguaicol G 4-Vinilguaiacol G 4-Vinilguaiacol G
Siringol S 4-Vinilguaiacol G 4-Vinilguaiacol G Siringol S Siringol S
4-Metilsiringol S Siringol S Siringol S 4-Metilsiringol S 4-Metilsiringol S
4-Vinilsiringol S 4-Metilsiringol S 4-Metilsiringol S 4-Vinilsiringol S 4-Vinilsiringol S
Siringaldehido S Vainillina S 4-Etilsiringol S Acetosiringona S
Acetosiringona S 4-Etilsiringol S 4-Vinilsiringol S
Acetoguaiacona G 4-Propenilsiringol S
4-Vinilsiringol S Siringaldehido S
4-Propenilsiringol S Acetosiringona S
Siringaldehido S
Acetosiringona G

Relacion S/G 5,10

Relacion S/G 3,72

Relaciéon S/G 4,28

Relacion S/G 4,18

Relacion S/G 3,88

Tabla 16: Resultados de la pirdlisis de fracciones 2 a 5 (esquema 21) provenientes de lignina Kraft de UPM.
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Mediante esta metodologia se logro obtener e identificar una serie de compuestos derivados de
la pirdlisis de diferentes muestras de lignina, dando un perfil de la abundancia de unidades siringilo
(S) y guaiacilo (G) presentes en cada una de ellas. Las moléculas obtenidas derivan de una unidad
(S 0 G), y la abundancia de cada una de ellas resulta en una relacion S/G en cada pirdlisis.

Los resultados obtenidos muestran mayor cantidad de unidades S sobre G, lo que es acorde al
tipo de madera y a los resultados obtenidos mediante otras metodologias analiticas descritas.
Asimismo, los compuestos identificados luego de la pirdlisis corresponden a fragmentos
provenientes de lignina, lo que demuestra que el proceso de extraccion utilizado es eficiente, ya
que no se registraron compuestos como catecoles o benzoquinonas, resultado de ligninas
modificadas. Tampoco se observaron fragmentos con contenido de azufre, por lo que se estima
que el azufre residual luego del proceso es minimo.

La proporcion S/G es mayor para las fracciones extraidas con isopropanol y EtOH (4.28 y 4.18),
que para las obtenidas con CH2Cl, y MeOH (3.72 y 3.78). Por otro lado, la relacion S/G obtenida
para la lignina Kraft resulto en un valor un tanto mayor a lo esperado segun lo descrito en
bibliografia.®*”® Por otro lado, la variedad de compuestos identificados es significativamente menor
a la obtenida durante la pirdlisis de las fracciones CH.Cl, e isopropanol. Este resultado resulta
contradictorio, debido a que cada una de las fracciones proviene de la lignina Kraft, entonces lo
esperado seria obtener el total de los compuestos obtenidos y no solo una pequefia fraccion de
los mismos. Los estudios realizados hasta el momento son sobre distintas ligninas y la
comparacion entre ellas con otras metodologias utilizadas para determinar la relacion S/G, pero
no se registran trabajos que describan la pirdlisis sobre fracciones aisladas mediante estos
procedimientos.

La pirdlisis es un proceso que se utiliza fundamentalmente sobre compuestos poliméricos,
logrando fragmentar la macromolécula en compuestos de bajo peso molecular. Sin embargo, no
es el unico proceso que sucede durante la misma, sino que también se registran una serie de
reacciones que pueden dar lugar a nuevas estructuras, como reacciones de eliminacion,
rearreglos, oxidaciones, entre otras.”?’® Estas reacciones son resultado de las altas temperaturas
que se alcanzan durante la pirdlisis, pero también depende de la composicién de la mezcla a
pirolizar.

Existen una serie de factores termodinamicos que determinan las reacciones que tienen lugar
durante el proceso de pirdlisis. Durante el mismo la temperatura se mantiene constante, por lo
que nos encontramos en condiciones isotérmicas, y ademas se puede considerar el mismo como
un sistema aislado, por lo que termodinamicamente se produciran reacciones espontaneas que
lleven consigo un incremento en la entropia del sistema. El sistema formado por la lignina Kraft es
significativamente distinto al formado por las fracciones CH:Cl, e isopropanol, por lo que las
reacciones que tendran lugar pueden variar en cada uno de los sistemas, generando diferentes
productos de reaccion. Esta puede ser una de las razones por la cual se obtienen menor variedad
de compuestos en la pirdlisis de lignina Kraft comparado con las dos primeras fracciones.

Con el fin de obtener mas informacién acerca de este proceso sobre fracciones de lignina, algunos
de los modelos obtenidos mediante sintesis fueron sometidos a las mismas condiciones de
pirdlisis (Tabla 17 y 18).
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Compuestos Compuestos Compuestos Compuestos
identificados identificados identificados identificados
Guiacol Vainillina Acido acético Benzaldehido
4-hidroxi-3-
metoxibenzoato de Vainillina 3,4-dimetoxibenzaldehido
metilo
Acetoguiacona 3,4-dimetoxifenilacetona
3,4-dimetoxibenzoato
de metilo
4-hidroxi-3-

metoxibenzoato de etilo

Tabla 17a: Fragmentos identificados durante la pirdlisis de lignina.

. Tiempo Tiempo .
Tlempc? d N lon de lon de lon Tlempc? d N lon
retencion .. . retencion
. molecular | retenciéon molecular | retencion molecular . molecular
(min.) . . (min.)
(min.) (min.)

49.61 193 56.07 330 56.05 330 41.20 165
49.90 177 59.05 214 56.33 316 46.75 165
51.00 235 57.22 191 50.65 358
57.95 286 57.70 274 55.17 340
56.06 330
56.37 344

Tabla 17b: Fragmentos no identificadas durante la pirélisis de modelos de lignina.
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Compuesto Origen
Siringol S
2,6-dimetoxi-4-metilfenol
4-vinilsiringol
Siringaldehido

Homosiringaldehido

Tabla 18: Resultado obtenido para la pirdlisis del modelo B- resinol.

Como se muestra en las tablas 17a y 17b, la pirdlisis de los modelos polimero A, 24, 29 y 33
muestran que durante la pirdlisis existié una fragmentacién de los mismos, obtenindo fragmentos
que fueron identificados y otros que no se logré su identificacion. Los fragmentos identificados,
muestran que las rupturas durante la pirdlisis se dan fundamentalmente a nivel de la cadena
lateral, obteniendo fragmentos que concuerdan con los obtenidos a partir de la pirdlisis tanto de la
lignina Kraft como de las fracciones de la misma. Por otro lado, se obtuvieron fragmentos con
tiempos de retencion mayores. Los espectros de masa registrados para cada uno de estos
compuestos obtenidos no coincidio con los compuestos presentes en la base de datos del equipo,
por lo que no lograron ser identificados (Tabla 17b). Asimismo, el modelo B-B resinol 28, a
diferencia del resto, se fragmenté completamente en compuestos identificables y comunmente
obtenidos mediante pirdlisis de ligninas.

Los espectros de masas obtenidos aun se encuentran en estudio, con el fin de identificar los
compuestos generados a partir de la pirdlisis. Una vez identificados dichos compuestos sera
posible tener un mayor conocimiento de algunas de las reacciones que sufre la lignina durante la
pirdlisis para asi aportar a un mayor entendimiento de los resultados obtenidos.

Durante esta tesis se ha trabajado para lograr un conocimiento de las ligninas Kraft producidas en
nuestro pais. Cada tipo de lignina Kraft es diferente, y esas diferencias varian segun la materia
prima de origen, la cual depende de la region en donde se cultive la madera a utilizar, asi como
también de las modificaciones de ingenieria genética de los cultivos que se realicen. Contar con
un conocimiento mas amplio de dichas ligninas puede generar un uso de las mismas como materia
prima de biocombustibles y otra variedad de biopolimeros de interés.
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Conclusiones y perspectivas

5.1. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1.1. Extraccién y fraccionamiento de lignina Kraft

Se logré extraer la lignina presente en distintos LNs de forma eficiente, mediante una
metodologia que involucra reactivos de bajo costo y un procedimiento de manipulacion
sencillo. La lignina Kraft extraida se obtuvo con una buena pureza, libre de carbohidratos y
de otros componentes presentes en el LN.

Se fracciond la lignina extraida, utilizando dos procedimientos que involucran disolventes
organicos de distinta polaridad. El fraccionamiento resultoé efectivo, obteniendo mezclas de
distinta composicion, que se diferencian por la polaridad de sus componentes. De esta forma
se obtuvieron un total de 25 fracciones, a las cuales se les realizé un estudio estructural de
los fragmentos de lignina que las componen. Asimismo, se lograron aislar de forma pura tres
compuestos, dos mondémeros y un dimero, que fueron completamente caracterizados.

Para obtener distintas fracciones de lignina pueden realizarse otros procedimientos de
fraccionamiento. Se pueden utilizar otro conjunto de disolventes o mezclas de los mismos con
el fin de realizar un fraccionamiento selectivo, distinto al obtenido mediante los procedimientos
aplicados durante esta tesis. Como perspectivas de trabajo, se plantea entonces ensayar
otros disolventes y elaborar nuevos procedimientos de extraccion para evaluar los distintos
resultados obtenidos.

5.1.2. Andélisis estructural de lignina Kraft y fracciones aisladas

La distintas ligninas Kraft fueron identificadas y analizadas mediante IR, RMN bidimensional
(HSQC) y UV. Se logré un conocimiento del promedio de las unidades (S, G y H) presentes
en cada una de las mismas, asi como una relacion entre las proporciones de los grupos
hidroxilo y carbonilo. En todos los casos se determind que las unidades S son mas
abundantes que las unidades G, mientras que practicamente no se registra la presencia de
unidades H. Este resultado esta de acuerdo con el origen de las ligninas, las cuales provienen
de maderas duras (Eucalyptus spp.).

Por otro lado, también se analizaron las distintas fracciones mediante las diferentes técnicas
analiticas anteriormente mencionadas. De esta forma, se logré determinar que las fracciones
obtenidas con disolventes polares cuentan con un mayor contenido de grupos hidroxilo
(mayoritariamente fenoles), mientras que las aisladas con disolventes menos polares, tienen
un mayor contenido en grupos carbonilo (aldehido, cetona y acido). De esta forma, el
fraccionamiento de lignina mediante esta metodologia permitié obtener mezclas ricas en
distintos grupos funcionales, lo que resulta de interés para la preparacion de distintos tipos
de polimeros.’

Se logro aislar y elucidar completamente siringol, etilsiringol y un dimero con enlace 4-O-4’
no descrito hasta el momento. Este resultado es interesante, ya que se trata de un nuevo tipo
de enlace que no se encuentra en ligninas nativas, lo que corrobora reacciones de
repolimerizacion durante el proceso de deslignificacion.

El porcentaje de recuperacién de compuestos de bajo peso molecular fue bajo, lo que
demuestra que el grado de despolimerizacion de lignina no es significativo, y que como
resultado del proceso Kraft se obtiene una mezcla compleja de polimeros y oligémeros.

Mediante el uso de Py-GC/MS se logré confirmar la abundancia relativa entre unidades S y
G en ligninas Kraft provenientes de LN de UPM. Se concluye que las fracciones aisladas
mediante Isopropanol y EtOH poseen el mayor contenido de unidades S, mientras que las
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fracciones obtenidas con CH2Cl, y MeOH contienen un porcentaje menor. Por su parte, la
lignina Kraft registr6 una relacion S/G levemente mayor a los resultados descritos hasta el
momento por otros autores,? lo que indica un alto contenido de unidades S en las maderas
de Eucalyptus presentes en nuestro pais.

El uso de Py-GC/MS sobre modelos de lignina dio resultados dificiles de procesar en la
mayoria de los casos. Se plantea realizar la sintesis de los posibles compuestos que pueden
formarse durante la pirdlisis de estos modelos, logrando de esta manera confirmar su
estructura mediante el estudio por GC/MS. Por otro lado, realizar nuevos ensayos de pirdlisis
sobre otros modelos que puedan brindar informacién sobre las posibles reacciones que se
dan durante la misma, puede complementar el estudio sobre la elucidacion de los fragmentos
formados.

Debido al grado de despolimerizacion poco significativo, encontrado en las distintas ligninas
Kraft, se propone realizar ensayos de cromatografia de exclusién molecular y la aplicacion de
otras técnicas, que permitan conocer el peso molecular promedio de las distintas fracciones
aisladas durante esta tesis.

5.1.3. Degradacion de lignina Kraft

Se realizé la ozondlisis de lignina Kraft proveniente de UPM obteniendo un grado de
despolimerizacion bajo y la identificacion de 9 productos, mediante GC/MS. Se concluye que
la lignina puede contener un alto grado de fracciones de alto peso molecular, con un
ordenamiento espacial complejo que no permite el acceso de ozono a los dobles enlaces
presentes, o una baja proporcion de dobles enlaces en las estructuras que la componen. Sin
embargo, restan ensayar otros tiempos de ozondlisis para confirmar los resultados obtenidos
hasta el momento.

Se propone realizar otros ensayos de degradacion, utilizando otros reactivos y metodologias
conocidas. Entre las metodologias mas utilizadas se plantea el uso de enzimas, tanto lacasas
como peroxidasas, que logren degradar la lignina en fracciones de menor peso molecular. Un
estudio de la capacidad de estas enzimas para degradar las distintas muestras de lignina,
ofrecera mayor informacién sobre la composicion estructural de esta ultima.

5.1.4. Sintesis de derivados fenilpropanoides

Se realiz6 el estudio de la reaccién de Knoevenagel-Doebner con distintos disolventes y
proporciones de piperidina y piridina. Se logro obtener el acido a,B-insaturado en la mayoria
de los casos con rendimientos buenos a excelentes. En las condiciones clasicas de reaccién
(19 eq. de piridina), cuando el benzaldehido de partida se encontré sustituido por un grupo
hidroxilo en posiciéon para, se obtuvo como producto el vinilfenol en lugar del acido
correspondiente. Es asi que se elabor6 una estrategia para obtener vinilfenoles en buenos
rendimientos, a partir de 4-hidroxibenzaldehidos.

Cuando los benzaldehidos se encontraron sustituidos en posicion orto del anillo, se obtuvo
una mezcla de la cumarina correspondiente, vinilfenol y un nuevo compuesto, a partir de 2-
hidroxibenzaldehido, que fue identificado como el producto resultante de la reacciéon de dos
moléculas de piperidina con un intermedio de reaccion metiluroquinénico. La formacién de
este compuesto mediante la condensacién de Knoevenagel es un resultado novedoso.
Complementariamente se realizé difraccion de RX, confirmando la estructura previamente
elucidada por RMN, encontrando que la misma no se encuentra descrita hasta el momento
mediante esta técnica.
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Por otro lado, cuando la reaccion se llevé a cabo en condiciones distintas a la de los métodos
convencionales, utilizando, por ejemplo, agua como disolvente, se obtuvo el dimero derivado
del vinilfenol correspondiente.?

Los estudios realizados durante esta tesis, permitieron formular un mecanismo alternativo
para la reaccion de Knoevenagel-Doebner, diferente al planteado hasta el momento, basado
en evidencias experimentales sobre el papel del catalizador y del disolvente.>#

5.1.5. Sintesis de modelos de lignina

Se sintetizaron un total de 6 modelos de lignina que contienen los enlaces del tipo: B-O-4, B-
B resinol, B-5 (a-O-4) y 5-5’.

Se utilizaron estrategias alternativas, incorporando pasos de reaccion de “quimica verde”,
para la sintesis del modelo B-O-4, obteniendo buenos resultados.

Se obtuvo el modelo B-5 partiendo de ferulato de etilo (20) con un rendimiento de 17% de
producto aislado, no registrado hasta el momento mediante el uso de HRPO.

Se analizé la estructura del dimero 5-5’ de divainillina obtenido a los 15 min. mediante
difraccion de rayos X de polvo, determinando un cambio de solubilidad debido a la formacion
de una triple red interpenetrante sostenida por interacciones n-n, y una compleja red de
enlaces de hidrogeno C=0-H-O que vuelven al solido insoluble en las condiciones
ensayadas.

La estructura de los compuestos sintetizados se elucidé mediante espectroscopia de RMN,
obteniendo tablas de acoplamientos para los distintos HSQC, que sirvieron como base de
datos para comprar con los acoplamientos obtenidos de las distintas fracciones de lignina
aisladas. Mediante la comparacion de las senales en el HSQC, se lograron identificar
acoplamientos del tipo C-H aromatico formando parte de una estructura bifenilo, y un
acoplamiento caracteristico de CH=CH conjugado a un anillo aromatico.

Como trabajo futuro se plantea la preparacién de otros modelos que contengan otros tipos de
enlace presente en la lignina, o los mismos tipos de enlace con diferentes patrones de
sustitucion. La sintesis de los mismos permite ampliar la biblioteca de sefales registradas
mediante RMN, tanto uni- como bidimensional, permitiendo ampliar la base de datos de
acoplamientos &¢/64 para el estudio de estas y otras ligninas.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. GENERALIDADES

Los reactivos utilizados fueron de procedencia comercial (Aldrich, Fluka, Across y Baker). En
los casos en que el material de partida fue lignina Kraft, ésta fue extraida del Licor Negro (LN)
suministrado por las tres empresas de procesado de pulpa de celulosa instaladas en Uruguay:
Fanapel, Pamer y UPM.

Los disolventes fueron previamente destilados. El tetrahidrofurano, dietiléter y tolueno
anhidros son destilados sobre sodio en presencia de benzofenona. El diclorometano anhidro
es destilado sobre pentéxido de fosforo. Otros disolventes anhidros fueron secados y
purificados segun bibliografia especializada.’

Todas las reacciones en condiciones anhidras fueron llevadas a cabo en atmodsfera de
nitrégeno utilizando las técnicas estandar de eliminacién de aire y humedad.

Los avances de reaccion fueron examinados por cromatografia en capa fina, utilizando como
fase estacionaria Silica-gel 60, Merck o Fluka, con indicador fluorescente (254 nm) en placas
comerciales de 0,20 mm de espesor (Kieselgel HF254). Se utilizaron como métodos de
revelado: i) exposicion a la luz ultravioleta (254 nm); ii) exposicidon a vapores de iodo; iii)
asperjado y posterior quemado de la placa con reveladores como anisaldehido y acido
fosfomolibdico.

La purificacion de los productos fue realizada por cromatografia en columna utilizando como
fase estacionaria Silica Gel para cromatografia “flash” (Merck, grado 60, 230-400 mesh;
Scientific Adsorbents, grado 60, 32-63 mesh).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de protén y de carbono 13 de los
compuestos fueron realizados en un equipo Bruker Avance DPX-400 (a 400 y 100 MHz,
respectivamente). Los desplazamientos quimicos de 'H (8) se expresan en ppm utilizando
tetrametilsilano como referencia interna (0,00 ppm). Los desplazamientos quimicos de "*C (5)
se expresan en ppm Yy son referidos a la linea central del triplete correspondiente al CDCls;
(77,0 ppm). Los experimentos fueron realizados a 30 °C, utilizando CDCIs, Acetona-de 0
DMSO-ds; como disolventes, cuando no se indican otras condiciones de temperatura o
disolvente.

Los experimentos de HSQC de las ligninas fueron llevados a cabo en un espectrémetro
Bruker AVANCE Il 400 equipado con una sonda BBO(F) Plus operando a frecuencias de 'H
y °C de 400.13 y 100.62 MHz, respectivamente, o en un espectréometro Bruker AVANCE llI
500 equipado con una sonda TXI operando a frecuencias de 'H y "*C de 500.13 y 125.62
MHz, respectivamente. Todas las medidas se realizaron a 25 °C utilizando secuencias de
pulso estandar y DMSO-ds como disolvente.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron realizados en dos equipos: i) un espectrofotometro
Shimadzu FT-IR 81012y ii) un espectrofotémetro Shimadzu FT-IR modelo IR prestige-21, en
film sobre pastillas de bromuro de potasio comerciales o en celdas para liquidos, con el
disolvente indicado. Las frecuencias de absorcién se indican en cm™.
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Los espectros de masa de inyeccion directa (ID-MS) y GC-MS se realizaron en un equipo
Shimadzu GC-MS-QP2010 ultra, con una columna HP-5MS. Los programas utilizados se
describen para cada caso.

Los espectros de ultravioleta (UV) se realizaron en un espectrofotémetro de UV visible
Thermocientific Evolution 60s. El programa utilizado tuvo un barrido de 200-500 nm y un
ancho de banda de 2 nm.

Se utilizé lacasa comercial aislada desde Trametes versicolor (EC 1.10.3.2), proveniente de
Sigma. La actividad enzimatica fue determinada mediante la oxidacion de 2,2’-bis(acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) como sustrato. La mezcla de reaccion contenia 1.0mL
de solucién de ABTS 0.5 mM en buffer acetato (pH 4.7) 0.1 M, y la cantidad necesaria de
enzima. La oxidacion de ABTS se siguié mediante el incremento de la absorbancia a 420 nm,
en un espectrofotometro Shimadzu UV-VIS 160. La actividad de la enzima fue expresada
como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 umol de ABTS por minuto.

Se utilizé peroxidasa comercial aislada de raices de rabano picante (Armoracia rusticana,
HRP del inglés horseradish peroxidase) proveniente de Sigma (HRPO, tipo VI-A, EC
1.11.1.7). La actividad enzimatica se determind segin método de Shannon et al. (1966)
usando o-dianisidina como sustrato.? Para ello la muestra sélida comercial se disolvio en
buffer 50 mM fosfato pH 6.0 (buffer de actividad) y la medida de actividad se siguié mediante
registro continuo durante 2 minutos a 460 nm en espectrofotometro Shimadzu UV-VIS 160.
Se definié la unidad de enzima (UE) como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1 umol de
sustrato por minuto en las condiciones de reaccion. Se usé un coeficiente de extinciéon molar
de 1,13 x 10* M-1 cm-1 para la o-dianisidina oxidada.

Para las pirdlisis se utilizé Py-GC/MS. Pirolizador: PYROJECTOR Il (SGE), temperatura de
las pirdlisis 450°C. GC: Hewlett-Packard 5890 Il plus conectado a un espectrémetro de masas
(Hewlett-Packard 5971 massselective detector). Temperatura del inyector 250°C,
temperatura del detector 290°C. Programa de temperatura del GC: Ti=45°C/ 4min, 45-240°C
a 4°C/min, 240-280°C a 25°C/min, y se mantiene la temperatura por 5min.

La medida de difraccion de rayos X fue realizada en un Difractometro Bruker D8 Venture a
temperatura ambiente controlado por el software APEX2. La resolucion estructural se realizé
utilizando el programa SHELXT,?y el refinamiento se realizo utilizando el programa SHELXL
en el entorno grafico SHELXLE.**®

6.2. PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION DE LIGNINA KRAFT A PARTIR DE LICOR
NEGRO (LN)

6.2.1. Procedimiento 1: Extraccién de lignina Kraft a pH=2

A 50 g de LN concentrado se le agrego agua hasta obtener una disolucion tratable, y la misma
se llevo a pH 7 mediante el agregado de HCI 6M. Luego de la neutralizacién, se agrego 4
veces en volumen EtOH 95% y se precipitaron productos de degradacion de polisacaridos y
cenizas. La suspension se filtr6 a vacio, se evapord el EtOH por destilacion a presion
reducida, y a la solucion acuosa resultante se le agregé HCI 6M hasta pH 2. La lignina
precipitada se filtr6 a vacio, se lavd con agua acidulada a pH 2 y por ultimo se extrajo con
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hexanos en Soxhlet durante 6h para quitar residuos apolares, obteniendo lignina Kraft (ver
esquema 1 de capitulo 4).

6.2.2. Procedimiento 2: Extraccion de lignina Kraft a distintos valores de pH

A 50g de LN concentrado se le agregd agua hasta obtener una solucion tratable, y la solucion
resultante se llevé a pH 7 mediante el agregado de HCI 6M. Luego de la neutralizacién, se
agrego 4 veces en volumen EtOH 95% y se precipitaron productos de degradaciéon de
polisacéaridos y cenizas. La suspension se filtré a vacio, se evaporé el EtOH por destilaciéon a
presioén reducida y a la solucién acuosa resultante se le agregé HCI 6M disminuyendo el pH
a 6, 4 y 2 respectivamente, con filtraciones sucesivas entre cada disminucién de pH. Las
distintas fracciones de lignina precipitada se filtraron a vacio, se lavaron con agua acidulada
a pH 2 y por ultimo se extrajeron con hexanos en Soxhlet durante 6h para quitar residuos
apolares, obteniendo tres fracciones de lignina Kraft precipitada a distintos pH (F1, F2 y F3)
(ver esquema 2 capitulo 4).

Fraccioén F1

IRvmax (KBr)/cm™:833; 1034; 1115; 1219; 1331; 1426; 1458; 1518; 1611; 2347; 2843; 2940;
3440.
UV (25 °C, MeOH): A=214 nm (Abs=0.64); 274 nm (Abs=0.19).

Fraccion F2

IRVmax (KBr)/cm™: 1035; 1115; 1217; 1329; 1426; 1458; 1518; 1610; 2840; 2930; 3400.
UV (25 °C, MeOH): A=215 nm (Abs=0.518).

Fraccion F3

IRvimax (KBr)/cm': 829; 1032; 1111; 1213; 1327; 1424; 1456; 1514; 1603; 2348; 3566.
UV (25 °C, MeOH): 210 nm (Abs=0.77); 274 (Abs=0.18).

6.3. ANALISIS Y EXTRACCION DE COMPUESTOS DE BAJO PESO MOLECULAR A
PARTIR DE LIGNINA KRAFT

6.3.1. Extraccion de lignina Kraft con distintos disolventes organicos y
posterior fraccionamiento mediante columna cromatografica

2,5 g de la lignina Kraft aislada se colocaron en un balén con 30 mL de CH.ClI, o AcOEt, y se
dejo agitando durante 24h. La solucion resultante se filtré a vacio en Bichner y el disolvente
se destild a presion reducida. Al crudo obtenido se purifico por columna cromatografica (Silica
gel flash, distintas fases moviles Hex:AOEt). Los compuestos aislados y las mezclas
obtenidas (fracciones 1-4 para CH,Cl, y fracciones 1-3 para AcOEt) se analizaron mediante
RMN.

Siringol

Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparacion de modelos de lignina y estructuras
relacionadas con potencial sintético. 123



Parte experimental

1H-RMN (400 MHz, CDCls): 5= 3.89 (s, 6H); 5.50 (sa, 1H); 6.59 (d, J=8.3 Hz, 2H); 6.80 (dd,
Ji=7.9 Jo=8.7 Hz, 1H).
13C-RMN (100MHz, CDCls): 8= 56.4 (OMe); 105.1 (Ar); 119.2 (Ar); 135.1 (Ar); 147.4 (Ar).

Etilsiringol

"H-RMN (400 MHz, CDCls): 8=1.23 (t, J=7.6 Hz, 3H); 2.58 (c, J=7.6 Hz 2H); 3.88 (s, 6H); 5.34
(sa, 1H); 6.43 (s, 2H).

4-(4-acetil-2,6-dimetoxifenoxi)-3,5-dimetoxibenzaldehido

1H-RMN (400 MHz, CDCls): 8= 2.57 (s, 3H); 3.96 (s, 3H); 3.97 (s, 3H); 7.15 (s, 2H); 7.25 (s,
2H); 9.82 (s, 1H).

13C.RMN (100MHz, CDCls): 8= 26.3 (CHs); 56.5 (OMe); 105.7 (Ar); 106.7 (Ar); 128.4 (Ar);
128.8 (Ar); 139.7 (Ar); 140/8 (Ar); 146.7 (Ar); 147.3 (Ar); 190.8 (CHO); 196.6 (CO).

GC: ,=2.193 min. EM (IE, 70eV) m/z (%): 196 (43, M+); 182 (49, M+); 181 (100, M+);
167 (6, M+); 153 (19, M+); 139 (7, M+); 123 (6, M+); 111 (7, M+); 93 (12, M+); 79 (8,
M+); 65 (14, M+).

Fracciones de extraccion con CH,ClI,

HSQC fraccion 1 &¢/du: 9.7/1.28; 29.7/1.27; 26.4/2.58; 56.5/3.90; 56.5/3.97; 76.9/7.27,
104.0/6.74; 105.3/6.61; 107.9/7.04; 108.9/7.45; 109.7/7.56; 114.4/7.06; 113.7/6.97,
114.0/6.91; 119.1/6.83; 120.2/7.01; 124.2/7.56; 126.8/6.90; 128.2/7.45; 191.2/9.85;
192.3/3.98; 191.9/3.39 ppm.

HSQC fraccion 2 &¢/64: 22.8/1.60; 25.9/2.59; 29.6/1.27; 56.5/3.96; 56.9/3.85; 103.1/6.75;
104.5/6.44; 106.0/7.26; 106.9/7.17; 107.5/5.86; 108.2/7.03; 110.8/6.72; 114.3/6.90;
114.8/6.91; 127.3/6.90; 128.6/7.34; 191.2/9.83; 193.3/3.99; 119.9/7.00 ppm.

HSQC fraccion 3 &¢/6u: 21.3/2.07; 53.8/3.12; 56.5/3.90; 60.6/4.13; 69.9/3.35; 71.0/4.16;
71.8/3.91; 71.4/4.30; 82.3/4.87; 86.4/4.75; 88.2/4.44; 102.8/6.61; 103.6/6.78; 104.3/6.85;
104.7/6.49; 114.4/6.90 ppm.

HSQC fraccion 4 &c¢/du: 13.4/1.25; 20.7/2.07; 29.1/1.27; 56.3/3.90; 56.5/3.96; 60.2/4.13;
77.0/7.29; 102.6/6.60; 103.8/6.85; 104.5/6.85; 104.5/6.41; 104.9/6.49; 106.7/7.24; 113.9/6.86;
126.7/7.85 ppm.

Fracciones de extraccion con AcOEt

HSQC fraccion 1 8c/dw: 3.7/3.97; 9.6/1.27; 22.3/1.59; 24.6/1.23; 25.7/2.59; 29.3/1.28;
56.5/3.85; 56.7/3.97; 103.2/6.75; 104.6/6.44; 105.1/6.60; 106.0/7.26; 106.7/7.17; 107.5/5.87;
108.1/7.03; 108.9/7.44; 109.9/7.55; 114.4/7.06; 114.6/6.92; 119.2/6.81; 120.2/7.01;
124.3/7.55; 126.7/6.89; 128.3/7.43; 189.5/1.27; 192.5/2.59; 191.2/3.96; 195.5/4.00;
191.4/9.84 ppm.

HSQC fraccion 2 8c/dw: 7.4/2.60; 10.2/1.33; 113.4/1.25; 16.6/2.41; 21.0/2.06; 22.0/1.59;
25.4/2.59; 29.1/1.27; 35.9/2.45; 53.4/3.94; 55.9/3.92; 59.7/3.94; 60.1/4.13; 70.5/3.88;
82.0/34.87; 87.5/4.44; 102.3/6.60; 103.0/6.77; 104.2/6.44; 105.5; 7.26; 105.6/6.71;
106.6/7.16; 108.4/6.91; 110.3/6.76; 114.1/6.90; 119.6/7.00; 111.6/6.45; 120.0/6.77;
125.4/7.24; 126.7/6.89; 127.8/7.42; 128.6/7.32; 191.0/9.82 ppm.
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HSQC fraccién 3 dc/6u: 13.6/1.25; 20.6/2.03; 35.8/2.46; 53.3/3.87; 56.1/3.88; 59.6/3.88;
59.7/4.11; 71.0/3.88; 71.4/4.28; 81.8/4.85; 86.2/4.74; 87.8/4.42; 102.5/6.60; 104.2/6.85;
104.6/6.45; 106.9/7.14; 107.8/7.22; 114.1/6.83; 126.6/7.83; 129.1/7.86 ppm.

6.3.2. Extraccion de lignina Kraft con disolventes organicos de polaridad
creciente

3.0 g de lignina Kraft se colocaron es un equipo Soxhlet y se extrajo durante 6h con un
volumen de 150 mL de Et;0. El extracto se concentrd por destilacion del disolvente a presion
reducida y fue analizado mediante IR y RMN. El residuo resultante de la extraccion se volvid
a colocar en un equipo Soxhlet con 150 mL del siguiente disolvente y el procedimiento se
repitid con cada uno de los disolventes elegidos (ver esquema 21 capitulo 4). A los extractos
obtenidos se los analizé por RMN (HSQC), IR, y Py-GC/MS (solo para el caso de lignina Kraft
de UPM).

Dicho procedimiento se realiz6 sobre 3 ligninas Kraft:

e Lignina proveniente de UPM
e Lignina proveniente de Pamer
e Lignina proveniente de Fanapel

Los disolventes utilizados en cada extraccion fueron:

o Et,0 (extracto 1)

e CHCI; (extracto 2)

e |sopropanol (extracto 3)
o EtOH (extracto 4)

e MeOH (extracto 5)

Extractos 1 a 5, obtenidos a partir de lignina Kraft UPM.

HSQC lignina sin extraer, &¢/64: 10.0/0,86; 19.2/1.06; 21.2/1.19; 21.6/1.92; 26.8/2.52;
29.1/1.27; 36.5/2.47; 40.1/2.50; 56.3/3.74; 59.1/3.27; 60.3/3.77; 60.6/3.40; 66.5/3.47;
71.1/3.77; 104.4/6.61; 106.0/6.52; 105.8/6.69; 107.0/7.23; 115.6/6.73 ppm.

IRvmax (KBr)/cm™: 829; 912; 1032; 1115; 1215; 1329; 1425; 1518; 1611; 2841; 2938; 3327;
3370; 3385; 3404; 3422.

HSQC extracto 1, &¢/6u: 9.9/0.89; 14.4/0.85; 14.6/1.18; 20.9/1.25; 21.4/1.92; 24.9/1.49;
26.8/2.53; 27.0/2.00; 27.4/1.55; 27.5/1.66; 29.2/2.43; 29.2/1.22; 30.8/1.36; 31.1/2.09;
31.8/1.23; 33.9/2.19; 36.1/2.45; 40.1/2.50; 48.9/3.19; 52.7/4.61; 56.3/3.75; 56.3/3.83;
59.9/3.93; 60.5/3.74; 60.5/3.64; 60.7/3.40; 63.0/3.45; 63.3/3.59; 65.3/4.27; 66.1/4.06;
66.5/3.47; 71.1/3.89; 71.5/4.16; 71.5/3.78; 74.4/4.45; 77.6/4.41; 81.8/4.77;, 85.7/4.62;
87.5/4.33;104.3/6.81; 105.2/7.02; 105.8/6.43; 106.1/6.59; 107.0/7.22; 111.1/7.39; 111.6/7 .44;
112.7/6.90; 115.8/6.74; 116.2/7.39; 118.7/6.69; 121.1/6.74; 122.5/7.78; 122.9/7.98;
123.6/7.50; 126.5/7.42; 128.2/7.95; 129.0/7.53; 131.1/7.93; 131.8/7.54; 132.1/7.59;
132.1/8.25; 143.2/7.74 ppm.
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IRVmax (KBr)/cm': 824; 1032; 1115; 1215; 1283; 1329; 1425; 1462; 1518; 1607; 1665; 1717,
2849; 2938; 3337.

HSQC extracto 2, &¢c/64: 10.0/0.88; 14.9/1.15; 21.4/1.92; 21.4/1.24; 22.6/1.51; 26.7/2.52;
28.9/1.24; 35.0/2.37; 35.9/2.01; 35.6/1.75; 39.5/3.31; 40.3/2.51; 45.7/2.28; 46.8/2.56;
47.9/3.90; 49.1/3.17; 49.8/3.36; 52.7/4.60; 53.5/3.75; 55.8/2.84; 56.4/3.75; 60.7/3.74;
66.7/3.46; 70.7/3.76; 71.5/4.16; 74.5/4.44;, 81.7/4.76; 85.7/4.62; 87.6/4.32; 105.2/7.00;
105.5/6.60; 106.9/7.23; 111.6/7.43; 112.6/6.90; 115.7/6.72; 120.4/6.59; 123.6/7.51;
125.7/7.80; 126.6/7.28; 126.4/6.97; 128.5/8.05; 146.2/8.80 ppm.

IRVmax (KBr)/lcm™: 829; 912; 1032; 1113; 1213; 1329; 1425; 1452; 1518; 1611; 2372; 2841;
2936; 3422.

HSQC extracto 3, &¢/6u: 9.9/0.87; 20.8/1.24; 25.9/1.04; 26.1/1.24; 27.6/1.54; 27.6/1.65;
20.4/2.42; 29.4/1.24; 33.9/2.21; 35.4/1.97; 35.7/2.44; 36.7/2.21; 40.3/2.51; 40.2/2.66;
40.4/2.85; 39.7/3.31; 46.6/2.55; 48.8/3.15; 52.7/4.60; 56.4/3.74; 58.7/3.74; 60.0/3.91;
60.8/3.38; 62.5/3.78; 63.2/3.57; 63.2/3.45; 66.0/3.56; 66.3/3.43; 66.3/4.04; 70.0/3.93;
71.0/3.88; 71.6/4.12; 74.4/4.44; 77.7/4.40; 105.0/6.92; 105.2/6.98; 105.8/6.42; 107.0/7.21;
112.5/6.77; 115.6/6.70; 120.6/6.64 ppm.

IRVmax (KBr)/cm™: 829; 1034; 1115; 1213; 1329; 1458; 1518; 1611; 1707; 2372; 2843; 2936;
3422.

HSQC extracto 4, &¢c/6u: 14.6/1.16; 19.0/1.06; 21.1/1.21; 29.3/1.23; 34.0/2.17; 35.6/1.99;
36.3/2.24; 36.3/2.46; 37.8/2,65; 40.2/2.51; 46.8/2.56; 48.9/3.17; 52.9/4.61; 56.3/3.73;
59.6/3.33; 60.3/3.68; 62.3/3.72; 66.4/3.45; 70.7/4.01; 71.4/4.17; 71.6/3.81; 72.4/4.85;
74.3/4.44, 85.5/4.62; 105.8/6.50; 106.5/7.22; 108.9/7.02; 108.9/6.94; 109.6/6.81; 111.7/7.26;
114.2/6.91; 115.7/6.71; 119.7/6.91; 120.7/6.62; 120.8/6.36; 123.1/7.62; 123.3/7.53;
126.3/7.53; 129.3/7.55; 132.1/7.63 ppm.

IRVmax (KBr)/cm: 829; 1035; 1115; 1217; 1329; 1325; 1452; 1518; 1611; 2372; 2841; 2938;
3422.

HSQC extracto 5, &c/6u: 29.4/1.23; 36.8/2.22; 40.1/2.51; 48.7/3.27; 49.0/3.18; 51.8/3.56;
56.3/3.72; 59.6/3.23;60.5/3.63; 63.8/3.44; 64.0/3.26; 71.4/4.18; 71.7/3.80; 85.8/4.63;
104.5/6.65; 105.8/6.35; 106.7/7.22; 111.4/6.87; 112.5/6.70; 115.6/6.68; 119.3/6.79;
120.3/6.67; 122.7/7.79; 128.2/7.97; 128.8/7.53; 131.9/7.54 ppm.

IRVmax (KBr)/cm™: 1036; 1115; 1217; 1329; 1329; 1458; 1508; 1604; 2372; 2934; 3422.

Extractos 1 a 5, obtenidos a partir de lignina Kraft Fanapel.

HSQC lignina sin extraer, d¢/dn: 26.6/2.53; 29.5/1.23; 33.9/2.22; 40.0/2.50; 56.3/3.73,;
59.3/3.26; 60.4/3.68; 71.1/3.77; 71.5/4.15; 85.9/4.62; 104.0/6.62; 105.9/6.53; 106.7/7.24;
112.6/6.83; 115.6/6.73 ppm.

IRvmax (KBr)/lcm™: 829; 912; 1033; 1115; 1155; 1215; 1329; 1425; 1460; 1518; 1572; 1611;
1719; 1841; 2937; 3003; 3246; 3267; 3387; 3404.

HSQC extracto 1, &¢c/04: 7.8/1.30; 9.9/0.88; 14.3/0.85; 19.2/0.93; 19.9/0.88; 20.9/1.23;
21.4/2.18; 21.5/1.91; 22.4/1.51;25.0/1.48; 26.5/1.31; 26.7/2.53; 26.7/2.48; 26.9/1.99;
27.8/1.61; 28.0/1.40; 28.8/1.49; 29.3/1.23; 29.2/2.42; 30.8/1.35; 31.1/2.08; 31.7/1.23;

Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparacion de modelos de lignina y estructuras
relacionadas con potencial sintético. 126



Parte experimental
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————

34.2/2.18; 40.1/2.50; 52.3/3.15; 54.1/3.05; 56.4/3.74; 56.4/3.83; 59.3/3.29; 59.9/3.91;
60.9/3.38; 63.0/3.57; 63.1/3.45; 66.2/4.04; 70.1/3.50; 70.8/4.09; 71.1/3.88; 71.2/3.76;
71.5/4.01; 81.8/4.75; 85.8/4.61; 87.5/4.31; 104.0/6.60; 104.4/6.81; 104.9/6.92; 105.1/7.00;
105.4/6.52; 105.7/6.43; 105.9/6.59; 106.2/6.17; 106.9/7.22; 107.2/6.75; 107.8/7.14;
108.1/7.04; 111.1/7.39; 111.5/7.43; 115.5/6.85; 115.5/6.70; 123.7/7.50; 125.4/6.86;
126.4/7.42 ppm.

IRvmax (KBr)/cm™: 829; 1034; 1115; 1215; 1329; 1452; 1516; 1611; 1719; 2845; 2928; 3424.

HSQC extracto 2, &¢/6u: 9.1/1.17; 14.3/0.85; 21.1/1.24; 21.5/1.91; 22.4/1.51; 22.4/1.24;
24.9/1.48; 26.8/2.52; 26.7/2.49; 27.1/1.99; 29.4/1.22; 31.3/2.08; 34.0/2.18; 40.0/2.50;
49.8/3.36; 51.8/3.62; 54.1/3.74; 54.2/3.06; 54.3/2.83; 56.3/3.74; 56.6/3.83; 59.3/3.28;
60.1/3.40; 60.3/3.62; 68.3/3,46; 69.3/3.10; 70.3/3.50; 71.4/3.76; 71.5/4.16; 72.7/3.41;
74.4/4.44; 81.9/4.76; 85.7/4.61; 87.6/4.32; 103.9/6.61; 105.0/6.39; 105.2/7.00; 105.6/6.52;
105.9/6.60; 106.9/7.23; 107.1/7.44; 111.1/7.39; 111.5/7.44; 112.5/6.90; 112.5/6.80;
112.9/6.73; 115.4/6.86; 115.6/6.72; 115.9/6.95; 118.5/6.69; 120.0/6.69; 120.6/6.54;
121.1/6.73; 123.8/7.50; 125.7/7.80; 126.5/7.42; 126.5/7.26 ppm.

IRVmax (KBr)/cm': 827; 1034; 1115; 1215; 1281; 1329; 1423; 1462; 1516; 1611; 1672; 1720;
2841; 2936; 3387.

HSQC extracto 3, &¢c/6u: 14.5/1.16; 21.1/1.98; 21.5/1.90; 21.8/1.16; 21.8/1.12; 23.6/1.11;
25.8/1.03; 26.8/2.52; 29.3/1.22; 40.2/2.50; 56.3/3.74; 56.4/3.83; 59.3/3.28; 60.2/4.03;
85.8/4.61; 103.9/6.61; 104.9/7.00; 105.7/6.52; 105.8/6.60; 106.5/7.24; 106.5/7.43; 115.5/6.73;
115.6/6.88 ppm.

IRvVmax (KBr)/cm™: 1036; 1113; 1213; 1329; 1423; 1466; 1512; 1611; 2372; 2843; 2936; 3422.

HSQC extracto 4, &¢c/6u: 14.6/1.15; 19.1/1.05; 21.4/1.44; 21.9/1.16; 22.0/1.31; 26.8/2.52;
29.0/2.23; 29.4/1.23; 34.0/2.15; 40.0/2.50; 54.3/3.05; 54.9/3.11; 56.2/3.75; 59.3/3.25;
60.0/3.39; 60.5/4.04; 60.5/3.61; 63.5/3.36; 71.3/4.16; 71.7/4.22; 85.7/4.61; 104.3/6.62;
105.2/7.00;  106.0/6.49; 106.2/7.39; 106.9/7.44; 106.9/7.23; 112.3/6.75; 112.3/6.80;
112.7/6.88; 115.5/6.67; 116.1/6.89; 120.1/6.96 ppm.

IRVmax (KBr)/cm™: 1036; 1113; 1213; 1329; 1449; 1605; 2345; 2372; 2853; 3422.

Extractos 1 a 5, obtenidos a partir de lignina Kraft Pamer.

HSQC lignina sin extraer, &¢/64: 14.4/0.85; 14.7/1.17; 19.2/0.91; 19.9/0.81; 21.2/2.00;
22.4/1.51; 22.6/1.86; 22.7/1.25; 25.0/1.48; 26.8/2.52; 29.4/1.24; 30.9/2.02; 31.7/1.23;
34.9/2.52; 29.4/1.24; 30.9/2.02; 31.7/1.23; 34.9/2.14; 40.3/2.50; 49.0/3.17; 49.6/3.06;
49.7/3.37; 54.2/3.05; 56.3/3.72; 59.4/3.28; 60.1/3.66; 60.5/4.03; 70.2/3.51; 71.4/3.77;
71.6/4.16; 82.0/4.77; 85.8/4.62; 87.5/4.32; 93.7/6.04; 104.1/6.61; 105.3/6.98; 105.7/6.51;
106.8/7.22; 108.2/7.15; 115.7/6.73; 119.7/6.70; 125.7/7.76 ppm.

IRvmax (KBr)/cm™: 1034; 1082; 1148; 1217; 1271; 1375; 1460; 1512; 1597; 1707; 2372; 2853;
2934; 3350; 3368; 3385; 3404; 3422 ppm.

HSQC extracto 1, &¢c/6u: 14.4/0.73; 14.3/0.82; 17.0/1.13; 18.2/1.46; 21.2/0.94; 21.5/0.80;
21.5/1.41; 22.0/1.73; 22.8/1.23; 24.3/1.11; 35.0/1.48; 25.4/2.71; 26.9/1.97; 29.4/1.22;
30.0/2.79; 30.8/2.05; 31.7/1.20; 33.3/2.73; 34.1/2.15; 36.7/1.53; 36.9/1.67; 38.1/2.24;
38.5/1.76; 38.3/1.02; 45.1/2.03; 55.7/3.72; 56.0/3.83; 110.0/4.85; 110.0/4.91; 111.0/7.38;
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111.2/7.43; 112.4/6.77; 112.6/6.87; 115.6/6.96; 115.6/6.86; 115.6/6.68; 119.6/6.71;
119.9/6.63; 120.9/5.30; 122.8/5.69; 123.8/7.49; 124.0/6.93; 124.3/7.10; 126.5/7.40;
126.5/7.40; 126.7/6.80; 128.2/5.29; 130.0/5.31; 134.7/7.90 ppm.

IRVmax (KBr)/cm™: 822; 1032; 1124; 1155; 1211; 1271; 1431; 1464; 1593; 1701; 2855; 2926.

HSQC extracto 2, &¢c/6u: 14.4/0.75; 14.9/0.85; 16.9/1.15; 18.0/1.49; 21.5/1.43; 21.5/0.98;
24.5/1.16; 26.8/2.50; 31.1/2.08; 31.7/2.51; 34.3/2.48; 34.3/2.18; 35.3/1.67; 36.7/4.36;
36.9/1.55; 40.1/2.50; 42.8/1.84; 54.0/3.05; 56.0/3.75; 60.6/3.39; 61.9/4.11; 70.9/3.72;
71.4/4.14; 85.5/4.62; 109.4/7.41; 111.4/7.42; 112.4/6.76; 115.5/6.67; 119.1/6.75; 120.6/6.61;
124.0/6.97; 124.3/7.15; 126.4/7.43; 126.8/6.84 ppm.

IRVmax (KBr)/cm™: 1032; 1088; 1153; 1231; 1272; 1362; 1429; 1454; 1514; 1599; 1705; 2351;
2936; 3418.

HSQC extracto 3, 8c/dw: 8.9/1.74; 11.5/1.16; 14.3/0.85; 14.5/1.17; 19.8/0.80; 20.8/1.17;
20.9/1.23; 21.2/1.98; 21.5/1.44; 23.5/1.11; 24.9/1.49; 25.6/1.27; 29.0/2.42; 29.3/1.23;
30.6/2.14; 30.7/2.10; 31.7/1.23; 33.9/2.20; 35.2/2.43; 35.2/1.96; 38.2/2.34; 40.1/2.50;
41.8/2.90; 43.4/3.28; 46.1/3.08; 56.0/3.75; 59.8/3.92; 60.2/4.02; 60.7/3.49; 60.8/3.39;
63.2/3.58; 63.1/3.45; 63.3/3.34; 66.0/3.56; 66.0/3.42; 66.2/4.05; 67.8/4.45; 70.1/3.50;
72.7/3.42; 77.5/4.39; 78.2/4.54; 111.0/6.90; 111.1/7.39; 112.6/6.79; 115.6/6.68; 119.4/6.75;
120.5/6.65; 126.4/7.42 ppm.

HSQC extracto 4, &c/du: 19.0/1.06; 21.6/1.44; 21.2/1.19; 22.2/1.11; 26.0/1.04; 29.3/1.24;
31.7/2.50; 34.0/2.15; 34.4/2.47; 34.9/1.66; 40.1/2.50; 40.0/2.05; 40.5/2.24; 43.1/1.85;
45.7/3.06; 56.0/3.73; 56.0/2.24; 60.0/3.91; 60.5/3.38; 63.2/3.60; 63.4/3.34; 66.0/3.42;
71.1/3.71; 71.4/14.12; 71.5/4.76; 84.7/4.27; 85.7/4.62; 112.4/6.76; 115.5/6.65; 120.4/6.69;
122.2/6.93 ppm.

IRvVmax (KBr)/cm™: 1030; 1084; 1148; 1219; 1271; 1418; 1465; 1521; 1617; 2842; 2958; 3462.

HSQC extracto 5, 8c/Bx: 14.5/1.13; 21.1/1.02; 21.5/1.42; 21.5/1.50; 21.7/1.36; 22.2/1.29;
22.4/1.26; 22.3/1.12; 25.8/1.03; 29.4/1.23; 31.7/2.51; 34.3/2.45; 34.3/2.54; 35.0/1.67;
40.1/2.50; 40.2/2.74; 56.0/3.74; 60.1/3.65; 60.5/3.39; 62.9/3.44; 63.5/3.59; 71.7/4.75;
71.6/4.11; 111.5/7.21; 113.8/6.94; 115.5/6.68; 115.8/7.11; 119.2/6.86; 120.7/6.55; 122.5/6.86
ppm.

IRvmax (KBr)/cm™': 1036; 1059; 1082; 1125; 1144; 1209; 1449; 2345; 2371; 2853; 2931; 2953:
2970; 3431.

HSQC residuo final, dc/on: 14.4/1.13; 21.2/1.51; 21.7/1.42; 21.7/1.30; 22.1/1.16; 25.8/1.04;
31.5/2.50; 34.3/2.47; 34.8/1.67; 40.1/2.50; 51.7/3.57; 56.0/3.72; 60.4/3.57; 60.6/3.39;
62.9/3.48; 63.2/3.71; 71.6/4.76; 111.3/6.85; 114.0/6.71; 115.0/6.28; 115.4/6.64; 117.7/6.81;
120.7/6.57; 120.8/6.37 ppm.

IRVmax (KBr)/cm': 855; 1030; 1082; 1144; 1213; 1269; 1366; 1427; 1464; 1512; 1599; 2845;
2928; 3404.
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6.4. OZONOLISIS DE LIGNINA KRAFT

En un baldn se colocaron 2.80 g de lignina Kraft en 50 mL de MeOH a temperatura ambiente.
A la mezcla se le hizo burbujear un flujo de O3z durante 30 minutos, y luego se agreg6 5.0 mL
de Me;S. EIl disolvente se destild bajo presion reducida y los productos obtenidos se
purificaron mediante columna cromatografica (silica gel flash y distintas mezclas de
Hex:AcOEt en orden creciente de polaridad 9:1; 7:3; 1:1; 3:7 y 1:9). Las mezclas de productos
obtenidas se analizaron mediante GC-MS y la fragmentacion de los productos fueron
comparados con la base de datos de m/z.

Programa CG: Temp. Columna 60 °C; temp. Inyector 250 °C; rampa: 5 min./60 °C; 8 °C/min
hasta 300 °C; 5 min./300 °C.

2,6-dimetoxifenol (siringol) (37)

CG: t=16.53 min. EM (IE, 70eV) m/z (%):154 (100, M+); 140 (4, M+); 139 (57, M+); 124 (3,
M+); 111 (25, M+); 96 (25, M+); 93 (36, M+); 79 (9, M+); 65 (21, M+); 51 (9, M+); 39 (12, M+).

4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (vainillina) (38)

CG: t, =17.42 min. EM (IE, 70eV) m/z (%): 152 (97, M+, +1); 151 (100, M+); 137 (5, M+, +2);
123 (24, M+, -CHO); 109 (20, M+); 93 (6, M+); 81 (25, M+); 65 (12, M+); 53 (13, M+); 39 (8,
M+).

4-hidroxi-3-metoxiacetofenona (39)

CG: t- =18.94 min. EM (IE, 70eV) m/z (%): 166 (46, M+); 151 (100, M+, -CH3); 136 (3, M+);
123 (33, M+); 108 (9, M+); 93 (4, M+); 77 (7, M+); 65 (8, M+); 43 (9, M+); 39 (3, M+).

4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido (siringaldehido) (40)

CG: t, =21.73 min. EM (IE, 70eV) m/z (%): 182 (100, M+); 181 (58, M+, -1); 167 (12, M+); 153
(8, M+); 139 (14, M+); 123 (4, M+), 111 (14, M+); 93 (17, M+); 79 (9, M+); 65 (14, M+); 51 (8,
M+); 39 (9, M+).

4-hidroxi-3,5-dimetoxiacetofenona (41)

CG: t, =22.83 min. EM (IE, 70eV) m/z (%): 196 (56, M+); 182 (11, M+); 181 (100, M+); 154 (2,
M+); 153 (20, M+); 138 (5, M+); 123 (5, M+); 108 (5, M+); 93 (6, M+); 79 (4, M+); 65 (9, M+);
43 (14, M+); 39 (4, M+).

4-((4-hidroxi-3-metoxibenzil)oxi)-3-metoxibenzaldehido (42)

CG: t; =32.19 min. EM (IE, 70eV) m/z (%): 289 (100, M+); 270 (4, M+); 259 (6, M+); 243 (4,
M+); 227 (6, M+); 213 (3, M+); 197 (4, M+); 183 (2, M+); 169 (3, M+); 151 (4, M+); 137 (4,
M+); 115 (4, M+); 106 (3, M+); 97 (7, M+); 77 (3, M+); 65 (2, M+); 55 (3, M+); 39 (2, M+).

3-metoxi-4-((2-metoxifenoxi)metil)benzaldehido (43)

Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparacion de modelos de lignina y estructuras
relacionadas con potencial sintético. 129



Parte experimental

CG: t, =33.69 min. EM (IE, 70eV) m/z (%): 272 (100, M+, -2H); 255 (2, M+); 235 (6, M+); 229
(3, M+); 211 (15, M+); 207 (9, M+); 185 (2, M+); 169 (7, M+); 165 (3, M+); 139 (4, M+); 115
(5, M+); 106 (3, M+); 84 (4, M+); 77 (3, M+); 63 (2, M+); 55 (3, M+); 39 (1, M+).

4-(1-(2,6-dimetoxfenoxi)-3-hidroxipropan-2-il)-2-metoxifenol (44)

CG: t, =34.31 min. EM (IE, 70eV) m/z (%):334 (44, M+); 320 (28, M+); 319 (100, M+, -CH3);
303 (2, M+); 289 (6, M+); 273 (3, M+); 257 (4, M+); 243 (2, M+); 229 (5, M+); 213 (2, M+); 199
(2, M+); 181 (4, M+); 167 (5, M+); 151 (12, M+); 135 (3, M+); 123 (3, M+); 107 (3, M+); 91 (3,
M+); 77 (3, M+); 65 (2, M+); 53 (1, M+); 39 (1, M+).

4-(2,6-dimetoxifenoxi)-3,5-dimetoxibenzaldehido (45)

CG: t,=36.23 min. EM (IE, 70eV) m/z (%):319 (7, M+, +1); 303 (20, M+); 302 (100, M+, -CH3);
269 (3, M+); 255 (3, M+); 241 (6, M+); 227 (8, M+); 213 (4, M+); 198 (5, M+); 184 (4, M+); 169
(2, M+); 153 (2, M+); 128 (4, M+); 115 (4, M+); 105 (2, M+); 91 (3, M+); 77 (2, M+); 64 (2, M+);
51 (1, M+).

6.5. HIDROLISIS DE MALONATO DE ETILOS

Acido 2-etoxicarboniletanéico (Mono-malonato de etilo) (19)

En un baldn, se colocaron 4.0 g de malonato de dietilo (0.025 mmol) y 16 mL de EtOH
absoluto. Se coloc6é un embudo con ecualizador conteniendo una disoluciéon de KOH (1.4 g,
0.025 mmol) disuelto en 16 mL de EtOH absoluto. Luego se agregd gota a gota la disolucion
basica al balén de reaccién, durante un periodo de 90 minutos (se formdé un precipitado
abundante). La suspension se agitd durante otras 2 horas y luego se dejé sin agitacion
durante toda la noche.

Luego de este tiempo, se incorpord un refrigerante y la reaccion se calenté a reflujo durante
1 hora para dar una disolucion homogénea. La disolucién caliente se filtré rapidamente en un
Bichner caliente y el precipitado se lavo con 10 mL de EtOH absoluto, también en caliente.
El volumen del filtrado y del lavado combinados se redujeron a aproximadamente 30 mL y la
disolucion se enfrié en un bafo de hielo. Los cristales se colectaron por filtracion y se lavaron
con Et,0 (2x5 mL), y las aguas madres se concentraron a aproximadamente 16 mL para una
segunda cosecha. Los cristales se secaron en desecador conteniendo silica gel como agente
desecante.

La sal de potasio obtenida se disolvié en agua (agitacion magnética), se enfrio a 0 °C y se
agrego HCI concentrado (1 eq.) de a gotas durante 40 minutos, manteniendo la temperatura
de la disolucién siempre por debajo de los a 5 °C.

Luego de agitar durante otros 20 minutos, la suspension se filtr6 y la sal retenida se lavo con
Et,O. El filtrado (H20O + Et,0) se separd y la capa acuosa se extrajo con Et;O. Las fases
organicas combinadas se lavaron con disolucion saturada de NaCl, se secaron con Na;SO4
y se evaporo el disolvente a presion reducida. El producto se obtuvo puro (aceite incoloro),
con un rendimiento de 60%.
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'"H RMN (400 MHz, CDCl3): 8=1.30 (t, J=7.1 Hz, 3H); 3.44 (s, 2H); 4.24 (c, J=7.2 Hz, 2H); 7.97
(sa, 1H).
13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5=13.8 (CHas); 40.7 (CH.); 61.8 (CH.); 166.8 (COOEt); 171.0
(COOH).

6.6. OBTENCION DE DERIVADOS DE ACIDO CINAMICO

Acido (E)-4-hidroxi-3-metoxicinamico (acido ferulico) (2f)

Se disolvié 1.0 g de acido maldnico (9.6 mmol) en 10 mL de THF. Se agregaron 0.56 mL de
piridina (7.0 mmoles), 0.97 g de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (6.4 mmoles) y 0.24 mL de
piperidina (2.4 mmoles). La mezcla se calento a reflujo durante 2 horas. Luego de enfriar, la
disolucion se vertié en agua-hielo y se afiadié HCI concentrado hasta pH 3. La disolucion
acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). Las fases organicas combinadas se
secaron con Na>SO, y el disolvente se destilé bajo presion reducida. El residuo se purificd
por cromatografia en columna (silica gel flash, Hex:AcOEt 7:3). Rendimiento: 80 %

H-RMN (400 Hz, Acetona-ds): 5=3.92 (s, 1H); 6.37 (d, J=15.9 Hz, 1H); 6.87 (d, J=8.1 Hz, 1H);
7.14 (dd, J1=1.9 J:=8.2 Hz, 1H); 7.32 (d, J=2.0 Hz, 1H); 7.60 (d, J=15.9 Hz, 1H).

13C-RMN (100MHz, Acetona-ds): 5=56.3 (OCHs); 111.3 (CH=CH); 116.0 (Ar); 116.1 (Ar);
123.8 (Ar); 127.4 (Ar); 145.9 (Ar); 148.7 (CH=CH); 150.0 (Ar); 168.4 (COOH).

Procedimiento general para la condensaciéon de Knoevenagel-Doebner

Se disolvié 1.0 g de acido maldnico (9.6 mmol) en 10 mL de piridina seca (124 mmol). Luego
se agrego el aldehido correspondiente (6.4 mmol) y 0.24 mL (2.4 mmol) de piperidina y se
dejo reflujar durante 2 horas. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se
vertio sobre hielo/agua y luego se agregd HCI concentrado hasta pH 3. La fase acuosa se
extrajo con acetato de etilo, las fases organicas se combinaron, se secaron con Na;SO. y el
disolvente de destildé bajo presion reducida. El producto se purific6 por columna
cromatografica (silica gel flash, mezclas Hex:AcOEt).

Acido cinamico (2a)
Rendimiento 54%.

1H-RMN (400 Hz, DMSO-ds): 5=6.56 (d, J=16.0 Hz, 1H); 7.43 (m, 3H); 7.62 (d, J=16.0 Hz,
1H); 7.43 (dd, J1=2.9 J,=6.5 Hz, 3H); 7.70 (dd, J:=3.0 J>=6.5 Hz, 2H); 12.46 (s, 1H).

13C-RMN (100 MHz, DMSO-ds): 5=119.7 (CH=CH); 128.7 (Ar); 129.4 (Ar); 130.7 (Ar); 134.7
(Ar); 144.4 (CH=CH); 168.1 (COOH).

Acido (E)-4-metoxicinamico (2b)
Rendimiento 59%.

H-RMN (400 Hz, DMSO-ds): 5=3.80 (s, 1H); 6.39 (d, J=16.0 Hz, 1H); 6.98 (d, J=8.8 Hz, 2H);
7.56 (d, J=16.0 Hz, 1H); 7.65 (d, J=8.8 Hz, 2H); 12.26 (sa, 1H).
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13C-RMN (100 MHz, DMSO-de): 5=55.8 (OCHs); 114.8 (2xAr); 117.0 (CH=CH); 127.3 (Ar);
130.4 (2xAr); 144.2 (CH=CH); 161.4 (Ar); 168.2 (COOH).

Acido (E)-2-nitrocinamico (2c).
Rendimiento 66%.

1H-RMN (400 Hz, Acetona-ds): 5=3.39 (sa, 1H); 6.55 (d, J=15.8 Hz, 1H); 7.68 (ddd, J,=8.5
Jo=7.5 J5=1.4 Hz, 1H); 7.78 (m, 1H); 7.87 (d, J=15.8 Hz, 1H); 7.95 (dd, J;=7.6 Jo=1.4 Hz, 1H);
8.08 (dd, J:=8.3 J:=1.3 Hz, 1H); 12.8 (sa, 1H).

13C-RMN (100 MHz, Acetona-ds): 5=124.3 (CH=CH); 125.1 (Ar); 129.7 (Ar); 129.8 (Ar); 131,3
(Ar); 134.3 (Ar); 139.3 (Ar); 148.7 (CH=CH); 167.3 (COOH).

Acido (E)-3-nitrocinamico (2d).
Rendimiento 78%.

1H-RMN (400 Hz, Acetona-ds): =6.75 (d, J=16.1 Hz, 1H); 7.75 (t, J=8.0 Hz, 1H); 7.80 (d,
J=16.1 Hz, 1H); 8.15 (dd, J;=7.8 J:=1.4 Hz, 1H); 8.27 (ddd, J;=8.3 J»=2.3 J5=1.0 Hz, 1H); 8.52
(dd, J;=1.7 J:=2.4 Hz, 1H).

13C-RMN (100 MHz, Acetona-ds): 5=122.4 (CH=CH); 123.5 (Ar); 125.2 (Ar); 131.2 (Ar); 134.7
(Ar); 137.4 (Ar); 142.8 (CH=CH); 149.7 (Ar); 167.2 (COOH).

Acido (E)-2-bromocinamico (2e)
Rendimiento 79%.

H-RMN (400 Hz, Acetona-ds):5=6.59 (d, J=15.9 Hz, 1H): 7.36 (td, J;=1.7 Jo=7.6 Hz, 1H); 7.44
(t, J=6,8 Hz, 1H); 7.72 (dd, J;=8.0 J:=1.3 Hz, 1H); 7.86 (d, J=15.9 Hz, 1H); 7.92 (dd, J,=1.7
J2=7.8 Hz, 1H), 12.70 (s, 1H).

13C-RMN (100 MHz, Acetona-ds): 5=122.8 (CH=CH); 125.0 (Ar); 128.7 (Ar); 128.8 (Ar);
132.3 (Ar); 133.6 (Ar); 134.0 (Ar); 141.8 (CH=CH); 167.6 (COOH).

2-metoxi-4-vinilfenol (3f).
Rendimiento 80%.

H-RMN (400 MHz, CDCls): 5=3.94 (s, 3H); 5.15 (dd, J;=0.9 J,=10.8 Hz, 1H); 5.62 (dd, J:=0.9
J:=17.5 Hz, 1H); 5.71 (sa, 1H); 6.67 (dd, J;=10.8 J.=17.5 Hz, 1H); 6.90 (d, J=8.1 Hz, 1H); 6.91
(dd, J:=1.9 J,=8.0 Hz, 1H); 6.93 (d, J=8.0 Hz, 1H).

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5=55.9 (OCHs); 108.0 (Ar); 111.5 (CH=CH2); 114.4 (Ar); 120.61
(Ar); 130.3 (Ar); 136.6 (CH=CH,); 145.6 (Ar); 146.6 (Ar).
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4-vinilbenceno-1,2-diol (3g).
Rendimiento 60%.

"H-RMN (400 MHz, Acetona-ds): 5=5.02 (dd, J; = 10.9 Hz, J. = 1.1 Hz 1H); 5.55 (dd, J; = 17.6
Hz, J. = 1.1 Hz, 1H); 6.60 (dd, J; = 17.6 Hz, J> = 10.9 Hz, 1H); 6.80 (d, J = 1.2 Hz, 2H); 6.99
(m, 1H), 7.99 (sa, 1H).

13C-RMN (100 MHz, Acetona-ds): 8=110.1 (CH=CH); 112.6 (Ar); 115.2 (Ar); 118.7 (Ar); 130.1
(Ar); 136.9 (CH=CHa); 145.1 (Ar); 145.2 (Ar).

4-vinilfenol (3h)
Rendimiento 60%.

"H-RMN (400 MHz, CDCl3): 8=5.04 (dd,Js = 10.9 Hz, J,= 1.1 Hz 1H); 5.59 (dd,Js = 17.6 Hz, J>
= 1.1 Hz, 1H); 6.65 (dd,J; = 17.6 Hz, J> = 10.9 Hz,1H); 6.81 (d, J = 6.7 Hz, 2H); 7.31 (d, J =
6.6 Hz, 2H); 8.43 (sa, 1H).

3C-RMN (CDCls, 100 MHz): 8=110.0 (Ar); 115.3 (CH=CH,); 127.4 (Ar); 129.3 (Ar); 136.6
(CH=CHy); 157.4 (Ar).

2-metoxi-6-vinilfenol (3i)
Rendimiento 1,2%

H-RMN (400 MHz, CDCls): 8= 3.91(s, 3H): 5.32(dd, J:=1.5 J»=11.2 Hz, 1H); 5.82(dd, J;=1.7
J=17.8 Hz, 1H); 5.92(s,1H); 6.79(dd, J1=1.7 J,=8.0 Hz, 1H); 6.84(t, J=8.0 Hz, 1H); 7.03(dd,
J1=11.2 J,=17.8 Hz, 1H); 7.09(dd, J1=1.7 J,=8.0 Hz, 1H).

8-metoxi-2H-cromen-2-ona (4i)
Rendimiento 20%

H-RMN (400 MHz, CDCls) 5=3.97 (s, 3H); 6.44 (d, J=9.6 Hz, 1H); 7.10 (dd, J:=1.6 J,=8.0 Hz,
1H); 7.07(dd, J;=1.4 J>=8.0 Hz, 1H); 7.22 (t, J=8.0 Hz, 1H); 7.71 (d, J=9.6 Hz, 1H)

13C-RMN (CDCls, 100 MHz) =56.2(0OCHs); 113.7 (Ar); 116.9 (CH=CH); 119.3 (Ar); 124.3(Ar);
143.7 (CH=CH); 160.3 (Ar); 191.0 (C=0).

(E)-4-hidroxi-3-metoxicinamato de etilo (ferulato de etilo) (20)

Se disolvié 1.0 g de acido 2-etoxicarboniletanoico (7.6 mmoles) en 10 mL de piridina (124
mmoles). Se agreg60.76 g de vainillina (5.0 mmoles) y 0.20 mL de piperidina (2.0 mmoles).
La mezcla se calent6 a reflujo durante 2 horas. Luego de enfriar, la disolucion se vertid en
agua-hielo y se anadié HCI concentrado hasta pH~6. La disolucidon acuosa se extrajo con
acetato de etilo (3 x 20 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con disoluciéon
saturada de CuSO4 y con disolucién saturada de NaCl, se secé con Na;SO4 anhidro y el
disolvente se destilé a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia en columna
(silica gel flash, Hex:AcOEt 7:3).Rendimiento 78%.
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1H-RMN (400 Hz, CDCls):5=1.33 (t, J=7.1 Hz, 3H); 3.91 (s, 3H); 4.26 (c, J=7.1 Hz, 2H); 6.01
(s, 1H); 6.29 (d, J=15.9 Hz, 1H); 6.92 (d, J=8.1 Hz, 1H); 7.03 (d, J=1.9 Hz, 1H); 7.07 (dd,Js=2.0
J=8.1 Hz, 1H); 7.26 (d, J=15.9 Hz, 1H).

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5=14.5 (CHs); 56.0 (OCHs); 60.5 (OCH,); 109.4 (Ar); 114.8 (Ar);
115.7 (CH=CH); 123.1 (Ar); 127.1 (Ar); 144.8 (CH=CH); 146.9 (Ar); 148.0 (Ar); 167.5 (COOEt)

(E)-4-(3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)but-1-en-1-il)-2-metoxifenol (6f)

Se disolvio 1.0 g de acido maldnico (9.6 mmol) en 10 mL H.O, y se agregd 0.56 mL de piridina
(7.0mmoles), 0.97 g de vainillina (6.4 mmoles) y 0.24 mL de piperidina (2.4 mmoles). La
mezcla se calento a reflujo durante 20 h. Luego se dejo6 enfriar, y la disolucion se vertié en
agua-hielo y se afiadié HCI concentrado hasta pH~3. La disolucion resultante se extrajo con
AcOEt (3 x 20 mL), la fase organica se seco con Na;SO, y se destilo el disolvente bajo presion
reducida. El producto se purificé por columna cromatografica (silica flash, CH2Cl.:AcOEt
98:2).Rendimiento 2.5%.

1H-RMN (400 MHz, CDCls): 5=1.43 (d, J=7.0 Hz, 3H); 3.58 (q, J=7.0,1H); 3.91 (s, 6H); 5.52
(s, 1H); 5,59 (s,1H); 6.19 (dd, J:=15.9, J,=6,5 Hz, 1H); 6.31 (dd, J:=15.9, J>=1.04 Hz, 1H);
6.75 (d J=1,9 1H); 6.78 (dd, J:=1,9, J>=8,0 Hz, 1H); 6,87(m, 4H).

13C.RMN (100 MHz, CDCls) 5=21.37 (CHs); 42.1 (CHz); 55.9 (OCHs); 108,0 (CH Ar); 109.9
(CH Ar); 114.3 (CH Ar): 119.8 (CH Ar); 128.02 (C=C); 130,2 (C); 133,3 (C); 143.96 (C=C);
137,8 (C); 143,9(C); 145,0 (C), 146,4 (C) ppm.

3-(2-hidroxifenil)-1,5-di(piperidin-1-il)pentano-1,5-diona (5f)

Se disolvidé 1.0 g de acido maldnico (9.6 mmol) en 10 mL de piridina seca (124 mmol). Luego
se agreg6 0.78 g de 2-hidroxibenzaldehido (6.4 mmol) y 0.24 mL de piperidina (2.4 mmol) y
se mantuvo a reflujo durante 3 horas. La mezcla de reaccion se enfri6 a temperatura
ambiente, se vertio sobre hielo/agua, y por ultimo se agregé HCI concentrado hasta pH~3. La
disolucion resultante se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL), las fases organicas se combinaron,
se secaron con Na SO y se destilo el disolvente bajo presion reducida. El producto se purificd
mediante columna cromatografica (silica flash, FM1=Hex:AcOEt 1:1, FM2=AcOEt).
Rendimiento 44%.

"H-RMN (400 Hz, Acetona-ds): 8=1.54 (m, 12H); 2.67 (dd, J;=6.8 J>=15.6 Hz, 2H); 2.92 (dd,
J1=15.6 J2=6.9 Hz, 2H); 3.37 (m, 4H); 3.51 (dtd, J1=5.5 J>=13.1 J3=18.5 Hz, 4H); 3.86 (q, J=6.8
Hz, 1H); 6.88 (id, J;=1.4, J.=7.5 Hz, 1H); 6.94 (dd, J+=1.3, J>=8.1 Hz, 1H); 7.08 (dd, J:=1.7,
J>=7.6 Hz 1H); 7.11 (dd, Js=1, J>=1.7 1H).

3C-RMN (100 MHz, Acetona-ds): 5=24.4 (CH); 25.5 (CH2); 26.3 (CH); 30.8 (CH); 39.8
(CH2N); 42.9 (CH2N); 46.7 (CH2N ciclo); 118.6 (Ar); 120.5 (Ar); 126.8 (Ar); 127.8 (Ar); 132.0
(Ar); 154.8 (Ar); 170.6 (CON).

Difraccion de RX

Un cristal incoloro del compuesto 5f con forma de bloque fue utilizado para realizar la
determinacion estructural por difraccion de rayos X. Se colectaron un total de 720 imagenes
de difraccién con un tiempo total de exposicion de 12 h utilizando radiacién de MoK(! de tubo
sellado. Los datos de difraccion utilizados para la resolucion y refinamiento estructural fueron
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obtenidos con el mismo software. Todos los atomos distintos de hidrégeno fueron
identificados por el programa SHELXT vy refinados anisotrépicamente en el modelo final. Los
atomos de hidrogeno fueron colocados en posiciones geométricamente adecuadas vy

refinados ligados a los atomos de C u O respectivos. Las figuras fueron obtenidas con el
programa Mercury 3.5.

Figura 1: Estructura de 5f, resultante de la difraccion de RX de un monocristal.

e
Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparacion de modelos de lignina y estructuras
relacionadas con potencial sintético. 135



Férmula

Peso Férmula
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
Parametros de Celda

Volumen de celda

Z

p(calc)

w(MoKe)

F(000)

Dimensiones cristalinas

Temperatura

Radiacion

emin = emax

Rango de hkl
Reflexiones
totales/unicas

Rint

Reflexiones observadas
(I>2c1)

# datos/ # parametros

R,wR2, S

As/s max/medio
Ap min/max

Parte experimental

C21H30N203

358.47 g/mol

Monoclinico

P2+/c (#14)

a=9.3923(4) b=17.1397(7) c=12.6203(5) A,

$=107.394 °

1938.73(14) A®

4

1.228 g/cm?

0.082 mm™!

776

0.13x0.17 x 0.22 mm
Coleccion de Datos

293 K

MoKa, 2=0.71073 A
2.92-2507°

-11-11, -20-20, -14-15
22085/3414

0.022

3025

Refinamiento
3414/236
0.0447,0.1243, 1.06
(w=1/[c?(Fo?)+(0.0646P)?+0.5861P] con
P=(F,?+2F:?)/3
0.00/0.00
-0.22/0.43

Tabla 1: Datos cristalinos y de la determinacion estructural.
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C1
o1
C2
C3
C4
C5
02
N1
C6
C7
Cs8
C9
c10
N2
C11
C12
C13
C14
C15
c1'
c2'
o3
c3'
c4
(013
Ce'

-0.23108
-0.26018
-0.09249
0.03463(
0.16783(

(15)

(

(

1

1
0.14913(1

1

(

(

(

15
12)
16)
5)
6)
7)
0.04998(14)
-0.32033(14)
8)
)

1
-0.30207(1
-0.29695(19
-0.4292(2)
-0.4415(2)
-0.45128(18)
0.24729(18)

0.2332(
0.3777(
0.5061(
0.5147(
0.3688(
0.07443(15)
0.13156(15)
0.15297(13)
0.16541(18)
0.1438(2
0.0883(2
0.05346(19)

3
3
3
3
3

(
1
)
)
)
)
)
3(1
1
1
1
)
)
1

0.46261(8
0.49913(7
0.41334(8
0.45356
0.39807
0.33674
0.34251
0.46752
0.42529
0.48098
0.53656
0.57712

(
(
(
8
9
€
8
8
€
(1
(1
(1
0.51844(1
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

)
)
)
)

0.27756
0.21465
0.20352
0.19052
0.25517
0.26544
0.53271
0.54239
0.47721
0.61640
0.68094
0.67263
0.59895(9

9

)
)
)
)
)

)

)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
1
2
1
1
)
12
12
13
17
15
8)
8)
6)
9)
10
10
)

0.15674(
0.06832(
0.19447(
0.28497(
0.32180(
0.40376

(
: (
(

: (
0.41954(
0.38954(
(

(

(

(

(

(

0.42758
0.50260
0.59284
0.54815
0.4692(2
0.38052(18
0.24890(11
0.15944(12
0.10417(9)
0.12940(14
0.18736(17
0.27570(17
0.30576(14

)
)
)
)
)
0.0388(3)
0.0584(4)
0.0385(3)
0.0418(4)
0.0496(4)
0.0563(5)
0.0541(4)
0.0499(4)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

Tabla 2: Coordenadas atémicas fraccionarias y factores de temperatura.

Figura 2: Dimeros formados por de enlaces de hidrégeno centrosimétricos entre O1 y O3
de dos moléculas de 5f.
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Figura 3: Empaquetamiento de 5f.

6.7. SINTESIS DE MODELO DE LIGNINA CON ENLACE B-0-4

4-(benziloxi)-3-metoxibenzaldehido (7)

Se disolvieron 0.76 g de vainillina (5.0 mmol) y 0.76 g de K,COs3 (0.89 g 5.5 mmol) en 5 mL
de EtOH absoluto. Se agrego 0.89 g de bromuro de bencilo (BnBr, 5.2 mmol) a la solucién y
la mezcla se agitd, bajo corriente de N2, durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se filtré mediante celite, se lavé con CH2Clz (3 x 5 mL) y se destild el disolvente
bajo presion reducida. El producto se purificd6 mediante columna cromatografica (silica gel
flash, Hex:AcOEt 7:3). Rendimiento 98%.

H-RMN (400 Hz, CDCl3): 5=3.97 (s, 3H): 5.27 (s, 2H); 7.01 (d, J=8.2 Hz, 1H); 7.39 (m, 1H);
7.42 (m, 3H); 7.46 (m, 3H); 9.58 (s, 1H)

13C.RMN (CDCls, 100 MHz): 5=56.07 (OMe); 70.86 (OCH,Ph); 109.28 (Ar); 112.35 (Ar);
126.67 (Ar); 127.23 (Ar); 128.24 (Ar); 128.76 (Ar); 130.28 (C); 136.00 (C); 150.05 (C); 153.59
(C).

3-metoxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)benzaldehido (14)

En un baldn se disolvieron 2.76 g de KoCO3 (20 mmol) y 1.52 g vainillina (10 mmol) en 20 mL
de DMF. A la disolucién resultante se le agregaron 1.57 g de CI-PMB (10 mmol) y se agité
durante 6 horas. La mezcla de reaccion se diluyé con agua y se extrajo con CH,Cl, (3 x 20
mL). Las fases organicas se secaron con Na;SOs y se destilé el disolvente a presién reducida.
El crudo de reaccion se purifico por columna cromatografica (Silica flash Hex:AcOEt 7:3).
Rendimiento 86%.

H-RMN (400 Hz, CDCl3): & =3.81 (s,3H); 3.93 (s, 3H);5.17 (s, 2H); 6.92 (dd, J:=8.6, J.=2.1
Hz, 2H); 7.01 (d, J=8.1 1H); 7.38 (dd, J:=8.6, J,=2.1 Hz 3H); 7.40 (dd, J:=8.1 J=1.8 Hz 1H);
7.42 (d, J=1.8 Hz, 1H); 9.83 (s, 1H)
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13C-RMN (CDClz, 100 MHz): 5=55.7 (OMe); 56.5 (OMe); 71.1 (OCH2Ar); 109.6 (Ar); 112.4
(Ar); 114.5 (Ar); 127.1 (Ar); 128.4 (Ar); 129.5 (Ar); 130.6 (Ar); 150.5 (Ar); 154.1 (Ar); 160.0
(Ar); 191.4 (CHO).

Procedimiento general para la reaccién alddélica con AcOEt

En un balén a 0°C, se colocaron 4.0 mL de THF seco, 0.39 ml de diisopropilamina (9.48
mmoles) y 8.0 mL (9.48 mmoles) de una solucion 1.19 M de BuLi en THF. La mezcla se agitd
durante 20 minutos a 0°C y luego se disminuy6 la temperatura a -78°C. A dicha temperatura
se agrego 1.07 mL de AcOEt (7.5 mmoles) y se agité durante 10 minutos. Por ultimo, disolvid
el aldehido correspondiente (6.3 mmol) en THF seco y la disolucion se agreg6 a la mezcla de
reaccion. La reaccion se siguid por TLC hasta desaparicion de reactivo. Una vez finalizada la
reaccion, se agregaron 20 mL de una disolucidon saturada de NHCls y se dejo llegar a
temperatura ambiente. La solucién se extrajo con Et,O (3 x 10 mL), las fases organicas se
destilaron a presion reducida y se purificé mediante columna cromatografica (silica gel flash,
Hex:AcOEt).

3-(4-(benziloxi)-3-metoxifenil)-3-hidroxipropanoato de etilo (8)’
Rendimiento 98%.

1H-RMN: (400 Hz, CDCls): & =1.26 (t, J=7.1 Hz, 3H); 2.67 (dd, J:=3.7, J.=16.3 Hz 1H); 2.75
(dd, J1=9.2 J,=16.3 Hz, 1H); 3.24 (d, J=3.3 Hz, 1H); 3.98 (s, 3H); 5.06 (dt, J:=3.4, J=9.2 Hz,
1H); 5.14 (s, 2H); 6.80 (dd, J;=1.8 J,=8.2 Hz, 1H); 6.84 (d, J=8.2, 1H); 6.96 (d, J=1.8 Hz, 1H);
7.28 (m, 1H); 7.36 (m, 2H); 7.43 (m, 2H)

13C-RMN (100MHz, CDCl3): 8=14.2 (CHs); 43.4 (CH,); 56.0 (OCHs); 60.9 (CHy); 70.2 (CHOH);
71.0 (OCH2Ph); 109.3 (Ar); 113.8 (Ar); 117.9 (Ar); 127.2 (Ar); 128.5 (Ar); 135.7 (Ar); 1371
(Ar); 147.7 (Ar); 149.7 (Ar); 172.5 (CO).

3-(4-(benciloxi) 3-metoxifenil)-3-hidroxipropanoato de etilo (15)°
Rendimiento 96%.

1H-RMN (400 Hz, CDCls): & =1.28 (t, J=7.1 Hz 3H); 2.69 (dd, J:=3.7 J:=16.3 Hz 1H); 2.77 (dd,
Ji=9.2 J,=16.3 Hz, 1H); 3.82 (s, 3H); 3.90 (s, 3H); 4.20 (c, J=7.1 Hz 2H); 5.08 (m, 3H); 6.83
(dd, J1=1.8 J,=8.3 Hz, 1H); 6.88 (d, J=8.3 Hz 1H); 6.91 (dd, J:=2.1 J,=8.8 Hz 2H); 6.97 (d,
J=1.8 Hz 1H); 7.37 (dd, J:=2.1 J-=8.8 Hz, 2H).

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 8=14.19 (CHs); 43.38 (CH,); 55.28 (OCHs); 55.95 (OCHs); 70.18
(CHOH); 70.80 (OCH,Ar); 109.26 (Ar); 113.92 (Ar); 117.83 (Ar); 129.0 (Ar); 129.11 (Ar);
135.65 (Ar); 147.48 (Ar); 149.75 (Ar); 159.31 (Ar); 172.49 (CO).

3-(4-(benziloxi)-3-metoxfenil)-3-oxopropanoato de etilo (9)

A una solucion de 3-(4-(benziloxi)-3-metoxifenil)-3-hidroxipropanoato de etilo (2.8 g, 8.0
mmol) a 0°C en 20 mLCH.Cl; seco, se le agregd 1.0 g de tamices moleculares 4A, y se
adicioné PCC (8.6 g, 40 mmol). La mezcla de reaccion se agitd durante 4h, luego se diluyo
con Et0, se filtré mediante celite y se lavé con Et,O. El disolvente se destilé bajo presion
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reducida y el crudo se purifico por columna cromatografica (silica gel flash, Hex:AcOEt 1:1).
Rendimiento 98%.

1H-RMN (400Hz, CDCls): 5=1.25 (t, J=7.1Hz, 3H); 3.94 (s, 1H); 4.27 (c, J=7.1Hz, 2H); 5.25
(s,2H); 5.62 (s, 2H); 6.91 (d, J=8.3 Hz 1H); 7.40 (m, 5H); 7.54 (dd, J;=2.1; J,=8.4 Hz 1H); 7.57
(d, J=2.1Hz 1H)

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5=13.9 (CHs); 46.2 (CH,); 56.1 (OCHs); 63.3 (OCH,); 70.9
(OCH.Ph); 111.6 (Ar); 112.1 (Ar); 123.9 (Ar); 126.5 (Ar); 127.2 (Ar); 1288.3 (Ar); 128.8 (Ar);
135.9 (Ar); 149.7 (Ar); 153.4 (Ar); 165.4 (COOEt); 186.7(CO)

3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-oxopropanoato de etilo (10)

En un baldn se disolvio 0.1 g de 3-(4-(benziloxi)-3-metoxfenil)-3-oxopropanoato de etilo (0.30
mmol) en 10 mL de EtOH absoluto. A la mezcla se le agregé 0,01 g de Pd-C 5% y se burbujed
H2, desde un globo a presion atmosférica. La reacciéon se monitore6 mediante TLC hasta
desaparicion del reactivo. Una vez finalizada la reaccién, la mezcla se filtré con papel de filtro,
se destilé el disolvente bajo presion reducida y el producto se purificé mediante columna
cromatografica (silica gel flash, Hex:AcOEt 7:3). Rendimiento 67%.

H-RMN (400 Hz, CDCls): 5=1.26 (t, J=7.16 Hz, 3H); 3.93 (s, 3H); 3.95 (s, 2H): 4.21 (c, J=7.16
Hz, 2H); 6.30 (sa, 1H): 6.94 (d, J=8.28 Hz, 1H): 7.94 (dd, J;=2.0 J.=8.28 Hz, 1H); 7.53 (d,
J=2.0 Hz, 1H)

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5=14.1 (CHs); 45.7 (CHz); 56.1 (OCHs); 61.5 (OCHy); 110.1 (Ar);
124.2 (Ar); 129.0 (Ar); 146.8 (Ar); 151.0 (Ar); 167.8 (COOEt); 191.1 (CHO).

3-(3-metoxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)-3-oxopropanoato de etilo (16)

Preparacion del MnO.. Se preparé mezclando dos soluciones acuosas equimolares de
KMnOs y MnSO.. El precipitado oscuro obtenido se filtré a vacio y se lavé con agua hasta
remover el exceso de permanganato de potasio (las aguas de lavado son incoloras o rosa
tenue). Se seco en desecador a vacio sobre pentdxido de fosforo, o pistola de secado.

En un balon de dos bocas, se disolvio 1.0 g de 3-(4-(benciloxi) 3-metoxifenil)-3-
hidroxipropanoato de etilo (2.9 mmol) en CH2Cl» seco. A la mezcla se le agrego 0.26 g de
MnO: (2.9mmol) recientemente preparado. La mezcla de reaccion se agité durante 78 horas
a temperatura ambiente. Una vez finalizada la reaccion, la mezcla se filtr6 mediante celite, y
se lavo con CH.Cl.. El filtrado se concentrd bajo presion reducida y el crudo de reaccion se
purificé mediante columna cromatografica (silica gel flash, Hex:AcOEt 6:4). Rendimiento 88%.

"H-RMN (400 Hz, CDClz): 8=1.25 (t, J=7.1 Hz, 3H); 3.80 (s, 3H); 3.92 (s, 3H); 3.94 (s, 2H);
4.20 (c, J=7.1 Hz, 2H); 5.15 (s, 2H); 6.91 (m, 3H); 7.36 (dd, J7=2.1 J,=8.6 Hz, 2H); 7.48 (dd,
J1=8.4 J,=2.1 Hz, 1H); 7.54 (d, J=2.0 Hz).

13C-RMN (CDCl3, 100 MHz): 3=14.1(CHs); 45.8(CH2); 55.3(0OCHjs); 61.5(CH2); 70.7(CH0);
110.6(Ar); 112.1(Ar); 114.1(Ar); 123.3(Ar); 128.0(Ar); 129.0(Ar); 129.3(Ar); 149.6(Ar);
153.0(Ar); 159.6(Ar); 167.8(COOELt); 191.1(CO).
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2-bromo-3-(4-hidroxi-3-metoxfenil)-3-oxopropanoato de etilo (11)

En un balén se disolvieron 0.13 g de 2-bromo-3-(3-metoxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)-3-
oxopropanoato de etilo(1,34 mmol) en 10 mL de CHxCl, seco. A la solucion se le agregé 0.57
g de TsNH2 (0.74 mmol) y por ultimo se agreg6 a la mezcla 0.13 g de MeSOsH (1.34mmol).
La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora. Una vez finalizada la reaccion, se diluyo en 5
mL de CH.Cl,, se agregd una solucién saturada de NaHCO3 y se extrajo con CH2Cl» (3 x 20
mL). Las fases organicas combinadas se secaron con Na,SO, y se destild el disolvente a
presion reducida. El crudo resultante se purificé mediante columna cromatografica (silica gel
flash Hex:AcOEt, 7:3). Rendimiento 43%.

1H-RMN (400 Hz, CDCls): 8=1.27 (t, J=7.1 Hz, 3H); 3.97 (s, 3H); 4.29 (c, J=7.1 Hz 2H); 5.64
(s, 1H); 6.97 (d, J=8.9 Hz, 1H); 7.56 (d, J=2.0 Hz, 1H); 7.58 (dd, J:=2.0 J,=8.9 Hz 1H).
13C-RMN (CDCls, 100M Hz): 5=13.9 (CHs); 46.2 (CHBr); 56.2 (OCHs); 63.3 (CH,); 111.0 (Ar);
114.1 (Ar); 124.7 (Ar); 126.1 (Ar); 146.9 (Ar); 151.1 (Ar); 165.4 (COOE); 186.7 (CO).

Procedimiento general de halogenacidn

En un mortero se mezcld en seco, el éster correspondiente (3.0 mmol) con 0.54 g de NBS
(3.0 mmol) durante 15 min. La mezcla sélida se dejo reposar por 1h y luego se agregoé AcOEt
(~50 mL) hasta retirar completamente la misma del mortero. La fase organica de AcOEt se
lavé con agua (2 x 20 mL) en un embudo de decantacion. Las fases organicas combinadas
se secaron con Na;SO;4 y se destild el disolvente a presion reducida. El producto se purificd
mediante columna cromatografica (silica gel flash Hex:AcOEt 7:3).

2-bromo-3-(3-metoxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)-3-oxopropanoato de etilo (13)°
Rendimiento 96%

H-RMN (400 Hz, CDCls): 8=1.25 (t, J=7.1 Hz, 3H); 3.80 (s, 3H); 3.92 (s, 3H); 4.27 (c, J=7.1
Hz, 2H); 5.15 (s, 2H); 5.64 (s, 1H); 6.91 (m, 3H); 7.36 (dd, J:=2.1 J.=8.6 Hz, 2H); 7.48 (dd,
Jr=8.4 J,=2.1 Hz, 1H); 7.54 (d, J=2.0 Hz).

13C.RMN (CDCls, 100M Hz): 5=13.9 (CHa); 46.2 (CHBr); 55.3 (OCHs); 56.1 (OCHs); 63.3
(CHz); 70.7 (OCH,); 111.5 (Ar); 112.1 (Ar); 114.0 (Ar); 114.1 (Ar); 123.9 (Ar); 126.4 (Ar); 127.9
(Ar); 129.0 (Ar); 129.1 (Ar); 149.7 (Ar); 153.5 (Ar); 159.6 (Ar); 165.4 (COOEt); 186.7 (CO).

3-(4-(benziloxi)-3-metoxifenil)-2-bromo-3-oxopropanoato de etilo (17)°

Rendimiento 89%.

"H-RMN (400 Hz, CDCl3): 8=1.25 (t, J=7.1 Hz, 3H); 3.94 (s, 3H); 4.27 (c, J=7.1 Hz, 2H); 5.25
(s, 2H); 5.62 (s, 1H); 6.91 (d, J=8.3 Hz, 1H); 7.39 (m, 5H); 5.54 (dd, J=2.1 J>=8.3 Hz, 1H);
7.57 (d, J=2.1 Hz, 1H)

3C-RMN (CDCls, 100 MHz): 8=13.9(CHs); 46.2 (CHBr); 56.1 (OCHs); 63.3 (OCHy2); 70.9
(OCH2Ph); 111.5 (Ar); 1121 (Ar); 123.9 (Ar); 126.5 (Ar); 127.2 (Ar); 128.3 (Ar); 128.8 (Ar);
135.9 (Ar); 149.7 (Ar); 153.4 (Ar); 165.4 (COOEt); 186.7 (CO).
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Polimero A"°

En un baldn se colocaron 0.83 g de Cs,CO3 (2.36 mmol), 0.50 g de 2-bromo-3-(4-hidroxi-3-
metoxfenil)-3-oxopropanoato de etilo (1.57 mmol) en 2.5 mL de DMF seco. La solucién se
dejo con agitacion bajo atmésfera de N, a temperatura ambiente durante 24h. La mezcla de
reaccion se vertié en un bafio de agua-hielo (100 mL) y el pH se llevé a 2 con HCI 2M. El
polimero precipitado se filtrd, se lavo con agua y se seco en desecador a vacio con P20Os.

Polimero B'%12

A una suspension de 0.10 g del polimero A en 2.0 mL de MeOH, se le agregaron 0.13 g de
NaBH. (1.0 mmol) a 0°C. La mezcla de reaccion se llevo a temperatura ambiente y se dejo
con agitacion durante 24h. Se agregd a la mezcla acido acético gota a gota para eliminar los
restos de NaBH.. La mezcla resultante se vertié sobre agua acidificada a pH 2 (30 mL) y se
agrego AcOEt, observando la formacion de un precipitado amarillento. El sélido formado se
filtr6, se lavd con agua y se coloco en un desecador con P20s.

6.8. SINTESIS DE MODELOS CON ENLACE B-5

Alcohol 4-hidroxi-3-metoxcinamil (21)"

En un balén bajo atmdsfera de nitrégeno se colocaron 0.04 g de LiAIH4 (1.0mmol) y 4 mL de
Et,O seco. A dicha solucion se le agreg6 una solucion de 0.05 mL de BnBr (1,0 mmol) en 1.0
mL de Et:O seco, gota a gota desde un ecualizador a temperatura ambiente. Una vez
finalizado el agregado, la mezcla se dejo agitando por 15 min. y luego se le agregé una
disolucion de (E)-4-hidroxi-3-metoxicinamato de etilo (0.22 g; 1 mmol, en 1 mL de Et,0 seco)
gota a gota desde un embudo con ecualizador. La reaccion se agité durante 1.5h y luego se
agrego agua hasta destruccion de hidruros. La mezcla de reaccion se filiré por celite con
AcOEt para quitar los haluros formados, se agregd Na>SO4 y se destilo el disolvente a presion
reducida. El producto se purificd por columna cromatografica (silica gel flash, FM: Hex 1:1
AcOEt). Rendimiento 66%.

H-RMN (400Hz, CDCls): =1.90 (sa, 1H); 3.87 (s, 1H); 4.29 (d, J=6.0 Hz 2H); 5.86 (sa, 1H);
6.21 (dt, J:=6.0, J:=15.8 Hz, 1H); 6,51 (d, J=15.8 Hz 1H); 6,87 (m, 3H).

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5=55.9 (OCHs); 63.8 (CH20H); 108.4 (Ar); 114.5 (Ar); 120.3 (Ar);
126.1 (CH); 129.2 (Ar); 131.4 (CH); 145.6 (Ar); 146.7 (Ar).

(E)-5-(3-etoxi-3-oxoprop-1-en-1-il)-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-2, 3-
dihidrobenzofuran-3-carboxilato de etilo (22)'*

Se disolvieron 0.22 g de (E)-4-hidroxi-3-metoxicinamato de etilo (1.0mmol) en 20 mL de
acetona. La disolucion se agregd a un matraz de 250 mL, conteniendo 150 mL de buffer
fosfato pH 6.0. Luego se agregaron 0.55 eq (51.7 mg relativo a fenoles) de UHP (complejo
H202-urea), y por ultimo se agregd peroxidasa de rabano picante (HRPO tipo VI-A, 2.0 mg de
enzima en 2.0 mL de buffer). La mezcla se agité durante 45 min., y luego se agregd HCI 3%
hasta pH 3. La solucién final se extrajo con AcOEt (3 x 70 mL), se secé con Na;SO4 y se
destilo el disolvente bajo presion reducida. El producto se purific6 mediante columna
cromatografica (silica gel flash, Hex:AcOEt 6:4). Rendimiento 17%.

Recuperacion de productos quimicos de alto valor agregado a partir de lignina Kraft. Preparacion de modelos de lignina y estructuras
relacionadas con potencial sintético. 142



Parte experimental

1H-RMN (400 Hz, CDCls): & =1.34 (t, J=7.1 Hz, 6H); 3.87 (s, 3H); 3.92 (s, 3H); 4.29 (m, 5H);
5.70 (s, 1H); 6.11 (d, J=8.3 Hz, 1H); 6.31 (d, J=15.9 Hz 1H); 6.91 (m, 3H); 7.03 (d, J=1,1 Hz
1H);7.19 (t, J=1.4 Hz, 1H); 7.64 (d, J=15.9 Hz, 1H).

13C-RMN (100 MHz, CDCls): 5=14.3 (CHs); 14.4 (CHa); 55.6 (OCHs); 56.0 (CHsO); 56.1
(CHCO); 60.5 (OCH,); 61.9 (OCH,); 87.5 (CH); 108.8 (Ar); 111.9 (Ar); 114.5 (Ar); 115.9
(CH=CH); 117.9 (Ar); 119.5 (Ar); 125.9 (Ar); 128.6 (Ar); 131.5 (Ar); 144.6 (CH=CH); 144.7
(Ar); 146.0 (Ar); 146.7 (Ar); 149.9 (Ar); 167.2 (COOEt); 170.2 (COOEY).

(E)-4-(3-(hidroximetil)-5-(3-hidroxiprop-1-en-1-il)-7-metoxi-2,3-dihidrobenzofuran-2-il)-
2-metoxifenol (23)

Se disolvieron 0.18 g de alcohol 4-hidroxi-3-metoxcinamilico (1.0 mmol) en 20 mL de acetona.
La disolucion se agregd en un matraz de 250 mL, conteniendo 150 mL de buffer fosfato pH
6.0. Luego se agregaron 0,55 eq (51,7 mg relativo a fenoles) de UHP, y por ultimo se agregd
peroxidasa de rabano picante (HRPO tipo VI-A, 2.0 mg de enzima en 2.0 mL de buffer). La
mezcla se agité durante 45 minutos y se agregé HCI 3% hasta pH 3. La mezcla final se extrajo
con AcOEt (3 x 70 mL), se secod con NaSO, y se destilo el disolvente bajo presion reducida.
El producto se purific6 mediante columna cromatografica (silica gel flash, Hex:AcOEt 1:9).
Rendimiento 7%.

"H-RMN (400 Hz, Acetona-ds): $=2.90 (sa, 2H); 3.54 (c, J=6.4 Hz 1H); 3.82 (s, 3H); 3.87 (s,
3H); 3.88 (d, J=5.7 Hz, 12H); 4.20 (dd, J1=5.6 J.=1.6 Hz, 2H); 5.57 (d, J=6.6 Hz 1H); 6.25 (dt,
J1=5.6 J>=15.8 Hz 1H); 6.53 (dt, J1=1.6 J.=15.9 Hz 1H); 6.81 (d, J=8.1 Hz 1H); 6.89 (dd, J;=8.1
J>=2.0 Hz 1H); 6.95 (d, J=1.6 Hz 1H); 6.98 (t, J=1.2 Hz 1H); 7.04 (d, J=2.0 Hz 1H).

13C-RMN (100 MHz, Acetona-ds): = 53.9 (CH); 55.4 (OCHj3); 55.5 (OCHg); 62.5 (CH,OH);
63.7 (CH20OH); 87.6 (CH); 109.6 (Ar); 110.8 (Ar); 114.7 (Ar); 115.2 (Ar); 118.7 (Ar); 127.5
(CH=CH); 129.5 (CH=CH); 129.6 (Ar); 131.0 (Ar); 133.5 (Ar); 144.3 (Ar); 146,4 (Ar); 147.5
(Ar); 148.1 (Ar).

6.9. SINTESIS DE MODELO CON ENLACE 5-5’ Y B-O-4

6,6-dihidroxi-5,5'-dimetoxi-[1,1"-bifenil]-3,3'-dicarbaldehido (24)'°

En un matraz erlenmeyer de 250 mL se colocaron 100 mL de agua desionizada y 1.0 g de
vainillina (6.6 mmol). La mezcla se calenté bajo agitacion constante hasta disolucion total de
reactivo. El matraz se retir6 de la fuente calentamiento y se agregé AcOH 0.010 M (~2.20 mL,
0.02mmol), hasta disminuir el pH a 4. La mezcla se dejo enfriar hasta 40°C y se agrega la
enzima de rabano picante (HRPO tipo VI-A, 1000 unidades, 1.00 mL de una solucién de
enzima de 1 mL/mg) y por ultimo H20; al 3% (7.5 mL, 6.6 mmol) con agitacion constante. La
mezcla se dejé agitando durante 5 min., y luego se filtr6 el sélido resultante mediante embudo
Blchner, lavando el sélido con agua desionizada. El producto se secé en desecador con
P20s. Rendimiento 65%.

H-RMN (400Hz, DMSO-ds): 5=3.93 (s, 6H); 7.43 (s, 4H); 9.81 (s, 1H).
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13C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz): 5=56.0 (CH30); 56.5 (CH30); 109.5 (Ar); 111.1 (Ar); 115.8
(Ar); 125.0 (Ar); 126.6 (Ar); 128.1 (Ar); 128.7 (Ar); 129.1 (Ar); 148.7 (Ar); 151.0 (Ar); 153.5
(Ar); 191.1 (CHO); 191.2 (CHO).

Difraccion de RX

El polvo insoluble de la reaccion de obtencion de divainilina se colocd en el difractémetro
Rigaku ULTIMA IV del CADifRaX y se colectaron datos de DRX de polvo. Los datos fueron
procesados, se determinaron posiciones de picos con Winplotr'® y se realizaron intentos de
autoindizado utilizando los programas DICVOL," TREOR™ e ITO." Los tres programas
proporcionaron celdas unidades consistentes por lo que se realizd un ajuste de Le Bail®
usando el programa GSAS/EXPGUI?' para confirmar la celda unidad ortorrémbica y
determinar el grupo espacial. Se determinaron las extinciones sistematicas consistentes con
los grupos Pba2(#32) y Pbam (#55). Luego se utilizé el programa de resolucion de estructuras
por difraccion de polvo EXPO2013%2 que obtuvo la misma celda unidad, ajusté el diagrama
para extraer las intensidades de difraccion y determinar el grupo espacial y resolvid la
estructura utilizando Métodos Directos.

Figura 4: Estructura de divainillina (24), mediante difraccion de RX de polvo.
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Férmula quimica C16H140¢6
Tipo de celda Ortorrémbica
Grupo Espacial Pba2 (# 32)
2.2 4,2
Tamafio de celda, a 12.30721(72) A

b  13.99374 (81) A
c  3.9368(14) A

Volumen de celda 678.02(8) A3
p (calc.) 1.481 g/lcm?®
F(000) 316

Datos de difraccion
Fuente/cond. operacion  CuKa/40kV, 30mA

Rango 2q (°)/resol (A) 8-105/0.798
Paso (°)/tiempo paso (s) 0.01/20
N(obs) 1068
Resultados del refinamiento

Param./Restr. 25/41
c? 33.9

Rp/Rwp (%) 8.20/12,15
Rs 27.2

Tabla 3: Datos cristalinos y de la determinacion estructural.

Acetilacion de divainillina'

En un balén se disolvieron 0.20 g de 6,6'-dihidroxi-5,5'-dimetoxi-[1,1'-bifenil]-3,3'-
dicarbaldehido 0,66 mmol) en una mezcla de 0.06 mL de Ac.O (0.07 g, 0.66 mmol) y 1.01 mL
de piridina (0.99 g, 12.5 mmol). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente
durante 45 min. La solucidn resultante se vertiéo sobre agua y se obtuvo un precipitado de
color gris. El solido se filtré a vacio mediante embudo Blichner y se lavé con HCI 0.1 N y agua.
El sélido se secé en desecador con P20s.

Acetato de 5,5'-diformil-2"-hidroxi-3,3'-dimetoxi-[1,1"-bifenil]-2-il (29)
Rendimiento 40%.

H-RMN (400Hz, DMSO-ds): 5=2.04 (s, 3H); 3.90 (s, 3H); 3.94 (s, 3H); 7.32 (d, J=1.8 Hz,
1H); 7.48 (d, J=1.8 Hz, 1H); 7.58 (d, J=1.8 Hz, 1H); 7.62 (d, J=1.8 Hz, 1H); 9.80 (s, 1H); 9.99
(s, 1H).

13C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz): $=20.2 (CHs); 56.2 (OCHs); 56.4 (OCHs); 110.0 (Ar); 110.7
(Ar); 123.0 (Ar); 125.9 (Ar); 127.0 (Ar); 128.0 (Ar); 132.2 (Ar); 134.3 (Ar); 142.3 (Ar); 148.2
(Ar); 150.3 (Ar); 152.1 (Ar); 167.5 (CO); 191.1 (CHO); 191.2 (CHO).
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Diacetato de 5,5"-diformil-2"-hidroxi-3,3'-dimetoxi-[1,1"-bifenil]-2-il (30)
Rendimiento 32%

H-RMN (400Hz, CDCls): 5=2.13 (s, 6H); 3.95 (s, 6H); 7.41 (d, J=1.8 Hz, 2H); 7.56 (d, J=1.8
Hz, 2H); 9.95 (s, 2H).

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5=20.5 (CHs); 56.5 (OCHs); 110.4 (Ar); 126.6 (Ar); 131.3 (Ar);
134.8 (Ar); 142.9 (Ar); 152.5 (Ar); 167.9 (CO); 190.8 (CHO).

2-bromo-1-(3,4-dimetoxifenil)etanona® (32)

En un baldn se disolvié 1.0 g de 3',4’-acetofenona (31) (5.55 mmol) en 16.0 mL de CHCls. A
la disolucién se le agregd 0.34 mL de Br: (1.06 g, 6,66 mmol), se agitdé durante 30 min. a
temperatura ambiente y luego se calento a reflujo por 24h. El disolvente de destilé a presion
reducida y el producto se purific6 mediante columna cromatogréfica (silica gel flash,
Hex:AcOEt 6:4). Rendimiento 50%.

1H-RMN (400Hz, CDCls): 5=3.95 (s, 3H); 3.97 (s, 3H); 4.42 (CH,Br); 6.92 (d, J=8.4 Hz, 1H);
7.55 (d, J=2.1 Hz, 1H); 7.62 (dd, J;=2.1 J,=8.4 Hz, 1H).

13C.RMN (CDCls, 100 MHz): 5=30.4 (CH,Br); 56.1 (OCHs); 56.2 (OCHs); 110.1 (Ar): 110.8
(Ar); 123.9 (Ar); 127.0 (Ar); 149.3 (Ar); 154.0 (Ar); 190.1 (CO).

Acetato de 2'-(2-(3,4-dimetoxfenil)-2-oxoetoxi)-5,5"-diformil-3,3"-dimetox-[1,1"-bifenil]-2-
il (33)%

A una solucion de 0.18 g de a-bromo-3,4-dimetoxiacetofenona (0.71 mmol) y 0.29 g de
acetato de 5,5'-diformil-2'-hidroxi-3,3'-dimetoxi-[1,1'-bifenil]-2-il(0.84 mmol) en 12 mL de
acetona seca, se le adicionaron 0.18 g de K>.COs3 anhidro (1.3 mmol). La mezcla se reflujé
durante 1 hora. La solucion se filtré para quitar los restos insolubles y el disolvente se destild
bajo presion reducida, dando un residuo que se disolvio en CHCIs y se lavé con una solucién
0.5M de NaOH en embudo de decantaciéon. La capa organica se secd con NazSQOq, y el
disolvente se destil6 bajo presion reducida. El producto se purifico6 por columna
cromatografica (silica gel flash, Hex:AcOEt 1:1) Rendimiento 61%.

1H-RMN: (400Hz, CDCls): 5=2.14 (s, 3H); 3.89 (s, 3H); 3.89 (s, 3H); 3.91 (s, 3H); 3.93 (s, 3H);
5.19 (s, 2H); 6.79 (d, J=8.2 Hz, 1H); 7.38 (d, J=1.9 Hz, 1H); 7.39 (d, J=1.9 Hz, 1H); 7.41 (dd,
Jr=2.0 J,=8.2 Hz, 1H); 7.43 (d, J=1.8 Hz, 1H); 7.50 (d, J=1.9 Hz, 1H); 7.51 (d, J=1.8 Hz, 1H);
9.89 (s, 1H); 9.90 (s, 1H).

13C-RMN:(CDCls, 100 MHz): 8= 20.5 (CHs); 55.9 (OCHs); 56.0 (OCHs); 56.1 (OCHs); 56.2
(OCHs); 74.6 (OCH,CO); 109.5 (Ar); 109.9 (Ar); 110.2 (Ar); 110.5 (Ar); 122.6 (Ar); 127.4 (Ar);
127.5 (Ar); 127.6 (Ar); 129.8 (Ar); 132.0 (Ar); 132.1 (Ar); 134.4 (Ar); 142.7 (Ar); 148.9 (Ar);
150.4 (Ar); 152.2 (Ar); 152.4 (Ar); 153.5 (Ar); 168.0 (COCHa); 190.7 (CHO); 191.0 (CHO);
192.4 (COCH,0).
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6.10. SINTESIS DE MODELO CON ENLACE B-8
Acido (E)-4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamico (27)

Se disolvié 1.0 g de acido malonico (9.6 mmol) en 10 mL de THF. Se agregdé 0.56 mL de
piridina (7.0 mmoles), 1.16 g de 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido (6.4 mmoles) y 0.24 mL
de piperidina (2.4 mmoles). La mezcla se calenté a reflujo durante 3h. Luego de enfriar, la
disolucion se vertié en agua-hielo y se afiadié HCI concentrado hasta pH 3. La disolucion
acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). Las fases organicas combinadas se
secaron con Na;SO. y el disolvente se destild bajo presion reducida. El residuo se purificd
por cromatografia en columna (silica gel flash, Hex:AcOEt 1:1). Rendimiento: 75 %.

1H-RMN: (400Hz, Acetona-ds): 5=3.88 (s, 6H); 6.37 (d, J=15.9 Hz, 1H); 6.99 (s, 2H); 7.56 (d,
J=15.9, 1H).

3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxfenil)-6-(3,4,5-trimetoxifenil)tetrahidrofuro[3,4-c]furan-1,4-
diona (28)

Se disolvio 20x10° g de ABTS en 2.0 mL de buffer acetato pH=4.6. Luego de disuelto el
ABTS, se agrego 8.0 mL de AcOEt, formando un sistema bifésico. A éste se le agregd 8x10
3 g de acido (E)-4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamico, y por ultimo la lacasa correspondiente (7.
versicolor, 3.35 UE/mL). Luego de 20 min de reaccion se extrajo la fase acuosa con AcOEt
(3 x 0.5 mL), las fases organicas se combinaron junto con la fase de AcOEt presente en la
reaccion, se secaron con NaxSOy, y el disolvente se destilé a presion reducida. El crudo de
reaccion se purificd por columna cromatografica (silica gel flash, Hex:AcOEt 4:6). Rendimiento
63%.

H-RMN (400Hz, CDCls): 5=3,83 (s, 12H); 4.13 (d, J=1.0 Hz, 2H); 5.76 (d, J=1.0 Hz, 2H); 6.73
(s, 4H).

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5=48.8 (CH); 49.1 (CH); 56.7 (OMe); 83.4 (CH2); 104.2 (Ar);
129.8 (Ar); 137.3 (Ar); 149.0 (Ar); 176.2 (CO).
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