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RESUMEN 

 

 Hoy en día se sabe que la industria de la pulpa y el papel es una de las más 

contaminantes, no solo por la gran cantidad de desechos que produce, sino por su gran 

variedad. Entre los desechos de la industria papelera se encuentra un compuesto llamado 

Licor Negro, nombre que recibe gracias a su coloración oscura, que tiene la capacidad de 

aumentar la demanda bioquímica de oxígeno y la demanda química de oxígeno en el agua, y 

es altamente rico en lignina. La Lignina es un complejo aromático del que existen muchos 

polímeros estructurales y la cual realiza importantes funciones que son esenciales para la vida 

de las plantas. 

 Desde el año 1968 muchos investigadores han estudiado la capacidad antioxidante de 

la lignina extraída de diferentes fuentes vegetales, encontrando que además de ser 

antioxidantes, las diferentes ligninas poseen acción antiviral y  antimicrobiana. A partir de 

estos primeros estudios con lignina, muchos investigadores se han dedicado a estudiar la 

capacidad de otros compuestos naturales y sintéticos, hallando que en muchos casos estos 

compuestos pueden actuar como antioxidantes o prooxidantes dependiendo de las 

condiciones del medio de incubación que se está utilizando. 

 La peroxidación lipídica es un proceso que se ha asociado a múltiples patologías 

humanas. En este proceso ocurre la generación de hidroperóxidos lipídicos y 

malonildialdehído a través de una serie de reacciones que involucran oxidaciones sucesivas 

de los ácidos grasos polinsaturados. Este proceso afecta de forma notable la integridad de la 

membrana, la fluidez y el transporte de iones a través de la misma. De allí que la 

investigación de antioxidantes que puedan disminuir o evitar este fenómeno es de vital 

importancia. 

 En el presente trabajo se desea estudiar la actividad antioxidante del Licor Negro 

usando como fuente de radicales libres el proceso de peroxidación lipídica. Además, se desea 

comparar esta capacidad antioxidante con otros antioxidantes naturales como Vitamina E, 

Vitamina C, Melatonina, Quercitina, Té negro, Té verde, Café y Vino Tinto; y con 

compuestos sintéticos de la Lignina. Posteriormente, es de interés estudiar el efecto del Licor 

Negro sobre la acción de otros radicales libres (anión superóxido y radical hidróxilo). Por 

último, se usaran otros sistemas generadores de radicales para estudiar el efecto antioxidante 

de las muestras de Licor Negro. 
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ABSTRAC. 

 

 Currently, it is well know that is industry of pulp and paper one of the most 

contaminant only for its quantity of waste materials but also for its large variety. Among 

waste materials from this industry, there is a waste water called Black Liquor, which receives 

this name due to its dark coloration, it has the capacity of arising biochemistry oxygen 

demand and the chemistry oxygen demand  of water, and is very rich in lignin. Lignin is an 

aromatic compound that has many structural polymers which do important functions that 

are essentials for the plant development.  

 

 Since 1968 many researchers have studied the antioxidant capacity of the lignin 

extracted from different vegetal sources, funding that it has no only antioxidant capacity but 

also action against virus and bacteria. Therefore, many researchers have studied the 

antioxidant capacity of other natural and synthetic compounds, and found that in many cases 

those compounds can act like antioxidants or prooxidants depending on the conditions of 

the incubation medium that are used. 

 

 Lipid peroxidation is a process associated with a variety of human pathologies. In 

this process, occurred the generation of lipid hydroperoxides and malondialdheyde (MDA) 

by a sequence of reactions that involve successive oxidations of polyunsaturated fatty acids. 

This process affects in a very important way the integrity of the membrane, its fluidity, and 

the transport of ions forward the membrane. Thus, the investigation of antioxidants that can 

diminish or void this phenomenon is very important. 

 

 The aim of this investigation was study the antioxidant capacity of the Black Liquor 

using as a means of free radicals the process of lipid peroxidation. Moreover, it will be 

compared this antioxidant capacity with other natural compounds such as Vitamin E, 

Vitamin C, Melatonin, Quecetin, Black tea, Green Tea, Coffee, and Red Wine, and with 

other synthetic compounds of lignin. Afterwards, it is very interesting to study the effect of 

the Black Liquor on the action of other free radicals (superoxide anion and hydroxyl radical). 

In the last part, it will be used other systems that can generate free radicals to examine the 

antioxidant effect of the Black Liquor on those systems. 
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INTRODUCCIÓN. 

 

 Los radicales Libres son definidos como cualquier especie química capaz de existir 

con por lo menos un electrón desapareado. Las especies reactivas del oxígeno (ROS) son 

radicales libres asociados con el átomo de oxígeno o con sus equivalentes y tienen una mayor  

reactividad con otras moléculas que el oxígeno molecular. Las ROS usualmente comprenden 

las siguientes especies: i) anión superóxido (O2
•), ii) peróxido de hidrógeno (H2O2), iii) 

radical hidroxilo (•OH), y iv) oxígeno singlete (1O2), los cuales constituyen los radicales libres 

de mayor importancia biológica.  Las especies  H2O2 y 1O2 no son radicales libres por 

definición, pero se comportan como tales, ya que pueden generar radicales libres y ser más 

reactivos que el O2, respectivamente. Otros radicales libres biológicamente importantes son 

los hidroperóxidos lipídicos (ROOH), radical peroxil lípido (ROO•), y radical alcoxil lípido 

(RO•), los cuales están asociados con la membrana lipídica; el óxido nítrico (NO), una 

especie reactiva del nitrógeno; radical tiol, el cual tiene un electrón desapareado en un átomo 

de azufre; y el radical carbono, el cual puede ser generado durante el metabolismo del CCl4 

en los microsomas de hepatocitos (Hogg, 1998; Toyokuni, 1999). 

 

 Está establecido que las ROS están involucrados en una gran variedad de fenómenos 

biológicos tales como mutaciones, carcinogénesis, envejecimiento, arteriosclerosis, radiación 

o exposición a emisión ultravioleta, inflamación, isquemia–reperfusión, diábetes mellitus, y 

enfermedades neurodegenerativas (Toyokuni, 1999; Villa–Caballero et al, 1999). Además, las 

ROS son producidas en toda célula en la que se use oxígeno como mayor fuente de energía, 

dentro o fuera de la célula, induciendo estrés oxidativo si los mecanismo de control y 
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eliminación de las ROS no están funcionando de manera óptima  (Toyokuni, 1999). Se 

define como estrés oxidativo a la pérdida del equilibrio entre la producción de radicales libres 

o ROS y los sistemas de defensa antioxidante, y que tiene efectos deletéreos sobre los 

carbohidratos, lípidos y proteínas, el cual se sabe que juega un papel primordial en la mayoría 

de las patologías degenerativas (Hogg, 1998; Villa–Caballero et al, 1999). Debido a la gran 

variedad de patologías en las que se encuentran involucradas las ROS, se ha convertido en 

una necesidad de primera clase la búsqueda de antioxidantes que puedan atenuar los efectos 

de las ROS en el organismo. 

 

Uno de los estudiados hasta la fecha es la Lignina. La palabra lignina proviene del 

término latino lignum que significa madera; así, a las plantas que contiene una gran cantidad 

de ligninas se les denomina leñosas. La lignina se caracteriza por ser un complejo aromático 

(no carbohidratado) del que existen mucho polímeros estructurales (ligninas), es una 

macromolécula con un elevado peso molecular, que resulta de la unión de varios ácidos y 

alcoholes fenilpropílicos. Después de la celulosa, la lignina es el polímero orgánico más 

abundante en el mundo vegetal y es la única fibra no polisacárida que se conoce. La lignina 

realiza múltiples funciones que son esenciales para la vida de las plantas, entre ellas: 

transporte interno de agua, nutrientes y metabolitos; proporciona rigidez a la pared celular y 

actúa como puente de unión entre las células de la madera, creando un material que es 

notablemente resistente a los impactos, compresiones, flexiones y ataques de 

microorganismos (Sarkanen y Ludwig, 1971; Argyropoulus y Menachem, 1997; Lanzalunga y 

Bietti, 2000).  
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Recientemente, se ha demostrado que la lignina es un secuestrador de radicales libres, 

en especial del radical anión superóxido producido por la xantina oxidasa (Lu et al, 1998). 

Yamafuyi y Murakami (1968) aislaron un tipo especial de ligninas de plantas de bambú y 

demostraron que tenían un gran potencial antitumoral, proponiendo como mecanismo de 

acción de la lignina la inhibición de la replicación del DNA de las células tumorales. 

Posteriormente, Sakagami et al (1995) aislaron varias sustancias relacionadas con ligninas y 

encontraron que estas inhibían el crecimiento de tumores sólidos transplantados en ratones. 

Estas sustancias antitumorales también poseían actividad antiviral en contra del VIH, el virus 

del herpes simplex y el virus de la influenza.  

 

Después de estas investigaciones pioneras, han sido muchos los investigadores que se 

han dedicado a estudiar la capacidad antioxidante  y otras utilidades de los diferentes 

polímeros de lignina (Nagasawa et al, 1992; Sakagami et al, 1995; Satoh et al, 1996; Ferguson y 

Harris, 1996; Dizhbite et al, 1999; Fernández et al, 2002), así como de otras sustancias 

químicas de las cuales se sospecha capacidad antioxidante como vinos, licores, frutas como 

el Kiwi y la manzana, té negro y té verde, vitaminas (vitamina E, vitamina C), extractos de 

bacterias, licopeno, ß-carotenos y sustancias sintéticas (Lu y Liu, 1991; Heinonen et al, 1998; 

Slamenova et al, 1999; Jiang et al, 2001; Motohashi et al, 2001; Fernández y Urízar, 2001). 

Cabe destacar que se conoce como antioxidante a cualquier sustancia que en bajas 

concentraciones disminuye o inhibe el daño oxidativo de una molécula blanco (Gutteridge y 

Halliwell, 1994). 
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Hasta la fecha se ha comprobado la capacidad antioxidante de una gran variedad de 

moléculas naturales, entre ellas  la Vitamina E, que se encuentra en aceites vegetales, huevos, 

pescado, vegetales verdes y granos, y que  se le ha relacionado con la protección en contra de 

enfermedades cardiovasculares, cáncer, Alzheimer, Parkinson e infecciones inmunes (Prior, 

2000); la Quercitina, a la cual se le ha atribuido potencial antitumoral, antinflamatorio y 

antioxidante (Huang y Ferraro, 1992, Middleton y Kandaswami, 1992; Tournaire et al, 1993; 

Saija et al, 1995; Hertog y Hollman, 1996); Vitamina C, la cual puede actuar como 

antioxidante en los compartimentos extracelulares inhibiendo la peroxidación lipídica 

iniciada por el radical peróxilo o cualquier otra sustancia química (Frei et al, 1989; Bernhard et 

al, 1998); la Melatonina, cuya pérdida a lo largo del procesos de envejecimiento impide el 

secuestro de radicales libres y por ende la protección del organismo (Poeggeler et al, 1993; 

Reiter, et al, 1998). 

 

Así, también ha sido posible comprobar la capacidad antioxidante de bebidas como 

el vino tinto, cuya fracción polifenólica incluye ácidos fenólicos y flavonoides que poseen 

capacidad antioxidante (Salah et al, 1995; Soleas et al, 1997; Horowitz, 2002); Té Negro, el 

cual esta compuesto en un 48% de flavonoides con capacidad antioxidante (Hertog y 

Hollman, 1996; Kuresh y James, 2001); el Té Verde, que posee catequinas con un poder 

antioxidante 100 veces mayor al de la Vitamina C (Horowitz, 2002); y café, con polifenoles 

antioxidantes (Horowitz, 2002; Kuresh y James, 2001). 

 

Por el contrario, Bagnati et al (1999) encontraron un efecto pro-oxidante en el 

proceso de oxidación de lipoproteínas de baja densidad inducido por cobre en presencia de 
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ácido úrico, el cual es un antioxidante que se encuentra en los fluidos humanos como plasma 

y saliva,  agregado durante la fase inhibitoria o fase lag y durante la progresión de la 

oxidación. Este efecto pro-oxidante del ácido úrico fue registrado por un aumento en la 

formación de dienos conjugados, peróxidos lipídicos, de sustancias reactivas con ácido 

tiobarbitúrico y un incremento en la carga negativa de la lipoproteína. Esto hace pensar que 

dependiendo de las condiciones del medio de incubación, para un determinado compuesto, 

se puede obtener un efecto antioxidante o pro-oxidante. Se puede definir como prooxidante 

a una sustancia que estimula el daño oxidativo de una molécula blanco (Gutteridge y 

Halliwell, 1994). 

 

La mayor fuente de lignina que se conoce hasta la fecha es el Licor Negro, 

proveniente del proceso de pulpeo, el cual es objeto de estudio en esta investigación. Los 

mejores estimados indican que sólo en los Estados Unidos de Norteamérica se generan 26 

millones de toneladas de ligninas al año en la industria papelera (Sarkanen, 1997). La 

industria de la pulpa y papel es una de las más contaminantes, debido no solo a la gran 

cantidad de desecho que produce, sino a la variedad de los mismos, entre los que se tienen 

las partículas de madera que se generan en los depósitos de las mismas, sustancias que 

aumentan la demanda bioquímica de oxígeno (DBO), compuestos cromóforos que afectan la 

entrada de la luz solar dentro del agua, compuestos aromáticos cancerígenos, compuestos 

orgánicos volátiles que se liberan a la atmósfera, enormes cantidades de Licor Negro que 

aumentan la DBO y la demanda química de oxígeno (DQO) en las aguas, entre muchos 

otros (Sarkanen, 1997). Debido a esto ha surgido la necesidad de desarrollar nuevas 

tecnologías que permitan disminuir los niveles de producción de contaminantes; razón por la 
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cual se ha intensificado la investigación para buscar alternativas para hacer a la producción 

industrial más amigable con el ambiente. 

 

El nombre de Licor Negro es debido a su coloración oscura y esta compuesto por 

una parte de materia orgánica, producto de la extracción de la lignina, y por la otra 

inorgánica, principalmente de NaOH y Na2S.  El Licor Negro es  usualmente quemado o 

recobrado químicamente, pero actualmente se están investigando procesos que permitirían 

recuperarlo disminuyendo el daño que este causa a la biosfera (McGraw, 2002) 

La capacidad antioxidante del Licor Negro se va a estudiar sobre un proceso 

fisiológico conocido como la peroxidación lipídica, la cual consiste en la oxidación de los 

lípidos de la membrana por medio de una serie de reacciones de autooxidación cuya sucesión 

no se conoce, dando como resultado la formación de malondialdehído (MDA) e 

hidroperóxidos lipídicos (Esquema 1) (Slater, 1984, Bernhard et al, 1998). La sucesión de la 

reacción comienza por la sustracción de un átomo de hidrógeno de una molécula de ácido 

graso insaturado, lo cual resulta en la formación de un radical libre relativamente estable 

llamado alquilo (R.) que en la presencia de oxígeno inicia una cadena de reacciones 

autooxidativas. Uno de los primeros pasos en esta secuencia es la reestructuración de los 

dobles enlaces dentro de la molécula lipídica. La reacción procederá a lo largo de una o dos 

sendas, resultando en la formación de endoperóxidos lipídicos y/o hidroperóxidos lipídicos 

(HPLs). Una mayor degradación de los endoperóxidos resulta en la formación de un 

producto final relativamente estable llamado Malondialdehído (MDA) (Slater, 1984).  
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La peroxidación lipídica de la membrana se ha propuesto como un mecanismo 

importante del daño celular. Este proceso puede alterar las propiedades intrínsecas de la 

membrana debido a cambios físico-químicos de los lípidos oxidados o al entrecruzamiento y 

polimerización de componentes de la membrana afectados por el Malondialdehído (MDA) 

(Hoecstein y Jain, 1981). La peroxidación lipídica puede contribuir indirectamente con otros 

efectos dañinos de la isquemia/reperfusión, porque aumenta la susceptibilidad de los 

fosfolípidos a la degradación por las fosfolipasas (Weglicki et al, 1984), y la permeabilidad de 

la membrana para el calcio (Tskos-Kunh et al, 1986). Este proceso es uno de los efectos más 

dañinos del radical hidroxilo y altera tanto la fluidez de la membrana como una gran variedad 

de funciones  que incluyen la permeabilidad de la membrana a iones, y el decrecimiento de la 

actividad de varias ATPasas. Su capacidad de propagarse en la membrana en lo que la hace 

realmente dañina para las células (Rauchova et al, 1995; Tretter et al, 1996). 

 

Se ha demostrado por medio de estudios in vitro, que la peroxidación de los lípidos en 

la membrana es un proceso relativamente lento, así este fenómeno no puede explicar todos 

los efectos tóxicos de los radicales libres en los corazones reperfundidos, y es probable que 

sean mediados por otras acciones de los radicales del oxígeno (Bernier et al, 1986). 

 

Una de las maneras de proteger al organismo del proceso de peroxidación lipídica es 

el uso de antioxidantes como los mencionados anteriormente, los cuales pueden actuar de 

diferentes maneras: a) disminuir las concentraciones locales de O2; b) prevenir la iniciación 

del proceso; c) quelar los iones metálicos necesarios (Fe2+, Fe3+, Cu+, Cu2+); d) descomponer 
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los peróxidos para convertirlos en productos no radicales; y e) romper las cadenas de 

generación de radicales libres (Gutteridge y Halliwell, 1989). 

 

La finalidad del presente trabajo es estudiar la actividad antioxidante del Licor Negro 

usando como fuente de radicales libres el proceso de peroxidación lipídica. Además, se desea 

comparar esta capacidad antioxidante con otros antioxidantes naturales como Vitamina E, 

Vitamina C, melatonina, Indulín C, lignina precipitada, té negro, té verde, café, y vino tinto. 

Posteriormente, es de interés estudiar el efecto del Licor Negro sobre la acción de otros 

radicales libres (anión superóxido y radical hidroxilo) y por último, se usaran otros sistemas 

generadores de radicales para estudiar el efecto antioxidante de las muestras de Licor Negro. 
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CONCLUSIONES 

 

• El mejor sistema para la generación de MDA No enzimático  y HPLs fue el Reactivo 

de Fenton 1 y 2, respectivamente, debido a la mayor reactividad del radical hidroxilo. 

• El MDA Enzimático es generado en mayor cantidad por parte del NADPH que del 

NADH, gracias a la mayor variedad de enzimas que participan  en su generación. 

• El Licor Negro es capaz de inhibir significativamente la formación de MDA 

generado de manera No Enzimática y Enzimática. 

• El Licor Negro no tiene la capacidad de disminuir significativamente la cantidad de 

HPLs generados por medio del Reactivo de Fenton 2 y medido mediante el método 

de FOX. 

• La inhibición de la peroxidación lipídica ejercida por el Licor Negro es proporcional 

a la concentración de Licor Negro utilizada y al tiempo de incubación de las 

muestras. 

• Todos los antioxidantes estudiados resultaron ser positivos en la disminución de la 

concentración de HPLs y MDA, siendo el Licor Negro uno de los más débiles, y los 

más fuertes la lignina precipitada, el Vino Tinto, Té Negro y el Té Verde. 

• El Licor Negro tiene la capacidad de disminuir la concentración de radical hidroxilo 

y anión superóxido de una manera significativa. 

• El Licor Negro comprueba su capacidad antioxidante al disminuir la ocurrencia del 

proceso de peroxidación generado por medio de la exposición a luz UV de una 

manera estadísticamente significativa. 
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