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Resumen

Las aguas residuales provenientes de la industria y el papel (licor negro) y de la industria destilera (vinaza) poseen una
elevada carga orgénica, por lo que su disposicién en las fuentes de agua resulta ser en extremo contaminante,
contribuyendo con la deplecion de las fuentes de agua potable. En los Gltimos afios se han experimentado una gran
variedad de métodos de tratamiento para este tipo de efluentes industriales, pero ademas se ha creado una nueva
corriente de pensamiento que dirige la investigacion hacia la busqueda de procedimientos de incrementen el valor
agregado de estos compuestos, de modo que no sean simples efluentes de desecho sino la materia prima para nuevos
procesos. Es por ello que en el presente trabajo de estudié la bioactividad de la vinaza, licor negro y la lignina precipitada
a partir del licor negro, por medio del establecimiento de su actividad antioxidante y antimicrobiana. Se logré determinar
los compuestos analizados poseen actividad antimicrobiana contra diversas especies de bacterias, hongos y parasitos
considerados como patégenos humanos. Ademas, se determind que la lignina precipitada y el licor negro poseen una
actividad antioxidante alta, mientras que la actividad antioxidante de la vinaza es media-baja.
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Abstract

Wastewater from pulp and paper industry (black liquor) and from distilling industry (vinasse) has a high organic load,
so its disposal in water sources turns out to be extremely polluting, contributing to the depletion of potable water
resources. In recent years, a great variety of treatment methods for this type of industrial effluent have been experimented,
but in addition a new current of thought has been created that directs research towards the search for procedures to
increase the added value of these compounds, converting wastewaters in raw materials for new processes. For this reason
in the present work was investigated the bioactivity of vinasse, black liquor and precipitated lignin precipitated through
the establishment of its antioxidant and antimicrobial activity. It was possible to determine the compounds analyzed have
antimicrobial activity against various species of bacteria, fungi and parasites considered as human pathogens.
Furthermore, it was determined that the precipitated lignin and the black liquor have a high antioxidant activity, while
the antioxidant activity of the vinasse is medium-low.

Keywords: Black liquor, vinasse, lignin, antimicrobial activity, antioxidant activity.

1 Introduccién

Las principales fuentes de contaminacion de cuerpos de
agua pueden clasificarse como aguas residuales urbanas,
industriales y agricolas, definiendo aguas residuales como
una combinacién de los liquidos y residuos arrastrados por
el agua, provenientes de zonas urbanas, rurales e
industriales, junto a cualquier agua subterranea, superficial

0 pluvial que pueda estar presente (Weng, 2019). De
interés particular en este estudio son las aguas residuales
industriales, las cuales pueden diferir tanto dentro como
entre las empresas. El impacto de los vertidos industriales
depende no sélo de sus caracteristicas comunes, como la
demanda bioquimica de oxigeno, sino también de su
contenido en sustancias organicas e inorganicas especificas
(Ylmény col., 2018).
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Entre las aguas residuales que encontramos en la
industria destilera, la cual comprende fabricas de
cervezas, destilerias, fabricas de alcohol y ciertos
compuestos quimicos organicos, se encuentra la Vinaza
La Vinaza es el subproducto liquido de la produccién de
alcohol etilico en una destileria, cuyas caracteristicas
dependen basicamente de la materia prima utilizada, las
cuales pueden ser melaza, azlcares de remolacha,
azlcares de frutas, cereales (trigo, arroz, maiz, centeno),
maltas de cereales y madera (Wilkie y col., 2000). En las
plantas de Brasil, por cada litro de etanol producido se
general en promedio 13,7 litros de vinaza, y
considerando la produccién total de 30 billones de litros
de etanol en el afio 2015, la generacion de vinaza fue de
aproximadamente 411 billones de litros (Cavalett y col.,
2012, UNICA 2016)

La Vinaza es un compuesto altamente coloreado, el cual
es dificil de tratar mediante procesos biolégicos
convencionales como lodos activados o lagunas
anaerdbicas (Jiménez y col., 2006). Ademas, la vinaza es
recalcitrante debido a su contenido de Melanoidinas,
polimeros responsables del color marrdn en el residuo,
que se forman por la reaccién de Maillard entre los
grupos aminos y los grupos carbonilos (Parnaudeau y
col., 2008).

La descarga de la Vinaza en el ambiente es peligrosa y
tiene un alto potencial de contaminacion. Su alta
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de
aproximadamente 40.000 mg/l significa que su descarga
en los cuerpos de agua natural puede resultar en
eutrofizacion (aumento gradual de la concentracion de
fésforo, nitrdgeno y otros nutrientes en un ecosistema
acuatico), lo que causa un incremento de las
concentraciones de algas y microorganismos en la
superficie, impidiendo que entre la luz solar y el oxigeno
necesario para la subsistencia de la vida subacuética
(Gunkel y col., 2007). Sus componentes altamente
coloreados (melanoidinas) también reducen la
penetracién de la luz solar en los rios, lagos y lagunas,
disminuyendo la actividad fotosintética vy la
concentracion de oxigeno disuelto. La descarga en la
tierra es igualmente dafiina, causando una reduccion en
la alcalinidad del suelo y la presencia de manganeso,
ademas inhibe la germinacion de las semillas y causa la
deplecién de la vegetacion (Paredes y col., 2015).

Otras de las aguas residuales de interés para el presente
trabajo es el Licor Negro (LN) proveniente de la
industria de la pulpa y el papel, nombre que se debe a su
coloracion oscura, y que estd compuesto por una parte de
materia organica (producto de la extraccion de la lignina)
y por otra inorgénica (principalmente de NaOH y NayS).
El LN es wusualmente quemado o recobrado
guimicamente, pero actualmente se estan investigando
procesos que permitirian recuperarlo disminuyendo el

dafio que éste causa a la bidsfera (Lora 2008). Ademas,
es la mayor fuente de ligninas que se conoce,
estimandose que sdlo en los Estados Unidos de
Norteamérica se generan 26 millones de toneladas de
ligninas al afio en la industria papelera (Mansouri ycol.,,
2006).

La palabra lignina proviene del término latino lignum
que significa madera; asi, a las plantas que contiene una
gran cantidad de ligninas se les denomina lefiosas. La
lignina se caracteriza por ser un complejo aromatico (no
carbohidratado) del que existen muchos polimeros
estructurales (ligninas), es una macromolécula con un
elevado peso molecular, que resulta de la unidn de varios
acidos y alcoholes fenilpropilicos (Ponomarenko y col,
2014). Después de la celulosa, la lignina es el polimero
organico méas abundante en el mundo vegetal y es la
Unica fibra no polisacarida que se conoce. La lignina
realiza maltiples 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 actla como puente de unién entre las
células de la madera, creando un material que es
notablemente resistente a los impactos, compresiones,
flexiones y ataques de microorganismos (Hansen y col.,
2016).

Las caracteristicas altamente contaminantes de la vinaza
y el licor negro, combinado con sus altos niveles de
produccion, necesariamente ameritan un adecuado
tratamiento y disposicion final. En el caso de la vinaza,
lo més frecuente es su aplicacion en los campos de
cultivo de cafia de azicar como fertilizante debido a sus
altos niveles de materia orgéanica y nutrientes (potasio,
nitrogeno y fosforo) (Prado y col., 2013). Desde el punto
de vista econdmico, esta es la alternativa mas simple y
menos costosa (minima inversion inicial y costos de
mantenimiento); sin embargo, tiene un adverso impacto
ambiental, tales como incremento de la salinizacion y
lavado de los nitratos del suelo, contaminacion de las
aguas superficiales, y empeoramiento del calentamiento
global debido a la liberacién de 6xido nitroso (N2O)
(Gunkel y col., 2007; Paredes y col., 2015). En el caso
del licor negro, la situacion es mucho méas complicada
debido a su elevada DQO y coloracion.

En los ultimos afios se ha considerado que para mejorar el
potencial energético y la biosostenibilidad de los procesos
industriales, las aguas residuales generadas de estos
procesos no deben considerarse como materiales de
desecho, sino que deben convertirse en materia prima para
otros procesos. Este concepto es ahora inherente al campo
del tratamiento bioldgico de efluentes industriales, en el
que cientificos y los avances tecnolégicos de los Gltimos
afios han impulsado la creacion de nuevas lineas de
investigacion dirigidas no solo a la idoneidad de los
residuos depositados en el medio ambiente, sino también

la recuperacion de energia y productos de estos efluentes.
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Mediante este enfoque, las aguas residuales se consideran
como un material para el proceso biotecnoldgico que puede
generar energia y productos de valor agregado,
desempefiando un papel primordial en control de la
contaminacion ambiental (Moraes y col., 2015; Solomon y
col., 2011). Por ejemplo, una tecnologia prometedora se
enfoca en aprovechar la energia producida por ciertos
microorganismos a partir de la oxidacion anaeroébica de los
compuestos organicos biodegradables, produciendo lo que
se conoce como pilas de combustible microbianas. Varios
de estos sistemas se estan aplicando en el tratamiento de
aguas residuales y para la valorizacion de productos de
valor agregado como biofloculantes, bioplésticos,
biosurfactantes, hidrégeno, metano e incluso electricidad
(Moraes y col., 2015).

Es por todo lo mencionado anteriormente que este trabajo
tiene como objetivo principal evaluar la bioactividad y
toxicidad de la vinaza y el licor negro, asi como de la
lignina purificada a partir del licor negro. La bioactividad
fue evaluada a través de ensayos de actividad
antibacteriana, antifungica, antiparasitaria y antioxidante.

2. Marco metodoldgico.
2.1. Muestras.

2.1.1. Licores Negros (LN, LN10% y LN33%).

Las muestras de LN, a ambas concentraciones de sélidos
disueltos (10% y 33% [p/v]) provienen de la planta
Smurfit-Mocapel, localizada en la autopista San Felipe —
Morén, Yaracuy, Venezuela. Las caracteristicas
fisicoguimicas de las muestras de licor negro usadas en este
estudio se describen en la Tabla 1.

2.1.2. Lignina Precipitada (Lig10 y Lig33).

La Lignina se obtuvo de las muestras de Licor Negro al
10% y 33% de sOlidos disueltos utilizando una
modificacion del método de Levanova (1992). Paraello se
tomaron 10 ml de LN y se filtraron al vacio con un filtro
Whatman N° 1y diametro 9,0 cm, con 10 ml de NaOH 0,1
N, se recogio el filtrado y se le agregaron 20 ml de NaOH
0,5% (p/v). La mezcla se incub6 1 h a 100°C en bafio de
Maria. Luego, se centrifugd a 3.000 rpm por 10 min. El
sobrenadante se acidifico hasta pH 3 gota a gota, con
agitacion constante con é&cido acético (CH3COOQOH) al 20%
(v/v). Posteriormente se centrifugaron las muestras a 3.000
rpm por 10 min. El pellet fue lavado con H,O MQ caliente
y se centrifugd nuevamente a 3.000 rpm por 10 min. El
pellet obtenido se resuspendié con H,O MQ y se vacio en
capsulas de petri para colocarse a secar en una estufa a una
temperatura no superior a 50°C durante aproximadamente
24 h. Las muestras de Lignina precipitada e Indulin C
(andlogo comercial de la Lignina) se prepararon a una
concentracion de 0,2% (p/v).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de Licor Negro
usadas en este estudio.

13
Pardmetro Licor Negro Vinaza
pH 12,5+0,3 3,9+0,2
Densidad (g/ml) 1,033+0,001
Conductividad
Eléctrica (mS) 2941 1541
Sélidos Totales
(mg/l) 94.609+1.215 63.000+432
Sélidos
Volatiles (mg/l) 31.188+1.036 48.000+245
Sélidos Fijos
(mg/l) 58.411+1.765 15.000+320
Fenoles (mg/l) 9.350+655 1.800+123
DBO (mg/l) 1.866+294 11.256+298
75.000-
DQO (mg/l) 11.00042.395 58.195+278
2.1.3. Vinaza.

La muestra de Vinaza fue obtenida en la Destileria
Campo Elias (Ejido, Edo. Mérida), donde se utiliza
como materia prima la melaza, que es un producto
secundario de la produccion de azlcar, a una
temperatura media de extraccion de 70°C. Las
caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de Vinaza
se describen en la Tabla 1. Para usar las muestras de
vinaza en los ensayos de toxicidad y bioactividad la
misma se diluy6 1/100.

2.2. Reactivos.

Los reactivos Agar Tripticasa Soya, Caldo Tripticasa Soya,
Caldo Dextrosa Soboreaud, Extracto de Levadura y Agar
Dextrosa Soboreaud fueron proveidos por HiMedia
Laboratories Limited; mientras que el Ketokenasol,
Dimetilsulféxido (DMSO), Cafeina, NADH, NBT, PMS,
H.0,, Deoxirribosa, Acido Tiobarbitdrico (TBA), EDTA,
Quercitina,  Melatonina, ABTS [2,2"-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfdénico)], Trolox, Cloruro de
Hierro, BHT, SDS, 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP),
Sulfato de Amonio ferroso, Xylenol Orange, Acido Urico
y Vitamina C fueron proveidos por Sigma. Los reactivos
NaOH, Acido acético, NaCl, KCI, Na;POs, Glucosa,
Tryptosa, Extracto de Levadura, Persulfayo de Potasio,
Etanol, Acido Acético, Cloruro de Manganeso, Acido
sulfarico, Metanol grado HPLC, FeCl, Acido Lipoico y
Acido Tricloroacético (ATA), y Extracto de Higado fueron
proveidos por Merck. EI Suero fetal bovino,
Trietanolamina y Hemina por GIBCO BRL.

2.3. Medios de cultivo

2.3.1. Medio LIT Suplementado (100 ml): se agregaron
10 ml de medio base 10X, 5 ml de suero fetal bovino, 0,5
ml de Hemina y 84,5 ml de H,O MQ. Posteriormente, se le
agregaron 0,2 ml del antiobidtico Gentamicina (40 mg).
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2.3.2. Medio Base 10X: compuesto por NaCl 4%, KCI
0,4%, Na,PO, 2%, Glucosa 0,5%, Tryptosa 5%, Extracto
de Levadura 5%, Extraco de Higado 5%. Se ajusté el pH a
2 unidades y se esterilizd en autoclave a 15 libras de
presidn por 15 min. Luego se almacend a 4°C.

2.3.3. Suero Fetal Bovino (SFB) inactivado: el producto
comercial inactivado, se activd mediante un calentamiento
en bafio de maria a 50°C por 10 min.

2.3.4. Solucion de Hemina: se colocaron en un vaso 2,5
ml de H,O MQ mas 2,5 ml de Trietanolamina 5%, se
mezcld bien y se agregaron 20 mg de Hemina. Se agitd y
se filtré con un filtro Millipore de 0,22 um. Esta solucion
se guardo en la nevera a 4°C.

2.4. Cepas Utilizadas.

Las cepas bacterianas Escherischia coli enteropatégena
(ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli
enteroinvasiva (ECEI), se mantienen en el cepario del
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis de la Universidad de Los Andes (Mérida,
Veenzuela); mientras que las cepas Shigella dysenteriae,
Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus, fueron
obtenidas en el Instituto Hospital Universitario de la
Universidad de Los Andes (IHULA) del Estado Mérida
(Venezuela).

También se usaron cepas de las levaduras Candida
albicans y Candida krusei, y las cepas de parasitos
Leishmania mexicana AZV y Tripanosoma cruzi PM, las
cuales se mantienen en el cepario del Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Los Andes (Mérida, Venezuela). Por
altimo, se usaron larvas del crustdceo Artemia salina, los
cuales son pequefios crustaceos pertenecientes a la clase
Branchiopoda y orden Phyllopoda, obtenidas a través de la
eclosion de huevos descascarados (Brine Shrimp Eggs,
1989 San Francisco Bay Brand, INC).

2.5. Ensayos de actividad antibacteriana y antifingica.

Primero se realiz6 un preindculo con asa de cada una de las
cepas en 1 ml de caldo Tripticasa de Soya al 4,0% (p/v)
para las cepas bacterianas, y en 1 ml de Caldo Dextrosa
Saboureaud al 4,0% (p/v) para cepas de levaduras. Estos
preinoculos se incubaron durante 24 h a 37°C.

Luego, se procedio a preparar el Agar Blando mezclando
el preindculo anterior con 2 ml de Agar Tripticasa Soya al
3,5% (p/v) para las cepas bacterianas y con 2 ml de Agar
Dextrosa Saboureaud al 3,5% (p/v) para las levaduras.
Después, se vacio la mezcla en una placa de Petri con una
base de Agar Tripticasa Soya (para las bacterias) y Agar
Dextrosa Saboureaud (para las levaduras). Se dejé secar y
se procedi6 a sembrar en placa, con la ayuda de una
cuadricula, 5 ul de cada muestra en estudio y los diferentes
controles. Estas placas se incubaron a 37°C por 24 hy se
observaron los resultados. Los resultados se consideran
positivos cuando se observa un halo de inhibicién que

puede ir de turbio a trasldcido, y negativo cuando no se
observan halos de inhibicion.

2.6. Ensayos de Bioactividad con parasitos.

Los parasitos se usaron en fase exponencial de crecimiento
en medio LIT suplementado. La cantidad 6ptima de
parasitos se encontrd entre 3x106a 4x108 p/ml, contados en
la cdAmara de Neubauer. Se emplearon tres distintas
cantidades del compuesto de prueba, segln se describe en
la Tabla 2.

En todos los casos se incub6 el medio LIT estéril y junto
con los parasitos durante 4 horas a 26°C. Posteriormente,
se adicionaron cada una de las muestras a las que se les
quiere evaluar la actividad antiparasitaria, segun los
volimenes indicados en la Tabla 2. Posteriormente, se
incubaron a 26°C y se evaluaron los parametros de
mortalidad, tamafio y cantidad de las rosetas, mediante la
utilizacion de un microscopio objetivo invertido a las 24,
48 y 72 horas, segun la metodologia de Vargas (1999).

Tabla 2. Estructura de los Ensayos para Evaluar la Actividad
Antiparasitaria de las Muestras de Licor Negro, Vinaza y Lignina
precipitada.

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Volumen de
medio LIT 105 85 60
esteril (ul)

Volumen de
Paréasitos en
medio LIT

(ul)

Volumen de

la muestra 5 25 50

(1)

40 40 40

2.6. Estudio de la capacidad antioxidante.

2.6.1. Estudio de la Capacidad Antioxidante sobre el
Anioén Superoéxido.

Para la generacion del anion superéxido oxigeno molecular
es oxidado al anion superdxido (O.*) gracias a la
interaccion que ocurre entre el PMS y el NADH. Una vez
generado el O*, éste es capaz de recudir al NBT y
detectarse el cambio de absorbancia a 560 nm (Rice-Evans
y col., 1991). Se desarroll6 un microensayo adaptando el
método descrito por Rice-Evans et al., (1991). La mezcla
de reaccién contenia un volumen de muestra a analizar de
20 pL, 50 pL de NADH 120 mM, y 50 pL de NBT 0,1 mM.
Después de una incubacion a temperatura ambiente durante
10 min, la reaccion fue iniciada por la adicion de 15 pL de
PMS 40 mM. Posteriormente, fue registrado el cambio en
absorbancia a 560 nm durante los primeros 3 min de la
reaccion.
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2.6.2. Estudio de la Capacidad Antioxidante sobre el
Radical Hidroxilo.

Fue utilizado el método de la desoxirribosa descrito por
Halliwell y col. (1987), en el que el radical hidroxilo es
generado por medio de la Reaccién de Fenton, en la cual el
ion ferroso oxida al peréxido de hidrégeno para formar la
especie OHe. En presencia del radical hidroxilo, la
desoxirribosa es fragmentada hasta Malondialdehido
(MDA) que forma un complejo detectable a 532 nm con el
Acido Tiobarbitdrico (TBA). Para una mezcla que contenia
0,1 ml de desoxirribosa 28 mM, se agregaron 0,5 ml de
buffer fosfato 40 mM (pH 7,4), 0,1 ml de FeCl; 1 mM, 0,1
ml de EDTA 1,04 mM, 0,1 ml de H,0, 1mM, y 0,1 ml de
vitamina C 1 mM, ademas de 200 pL de cada una de las
muestras a ser analizadas. La mezcla fue incubada durante
1 ha37°C, se le agregaron 0,5 ml de TBA 1% en 0,05 M
de NaOH y 0,5 ml de &cido tricloroacético 2,8% (v/v), y se
dejo reaccionar durante 10 min a 100°C. Fue leido el
cambio de absorbancia a 532 nm.

2.6.3. Método de la Actividad Antioxidante (AOA).

El valor de AOA fue determinado usando el método de
Koracevic y col. (2001). En este método una solucién
estandarizada de Fe-EDTA reacciona con el peréxido de
hidrégeno, produciendo la formacién del radical hidroxilo.
Este radical libre degrada el benzoato, resultando en la
liberacion de especies reactivas del cido tiobarbituirico
(TBARS). Esta reaccion fue monitoreada
espectrofotométricamente, y la inhibicion del desarrollo de
color en presencia de antioxidante es definida como AOA,
en comparacion con cido drico como estandar.

2.6.4. Método del ABTS*: Ensayo de Decoloracion en
solucidn etanolica.

El ABTS fue disuelto en agua a una concentracion de 7
mM. El catién radical ABTS (ABTS"*) fue producido por
la reaccion de la solucion stock de ABTS 7 mM con
persulfato de potasio a una concentracion final de 2,45 mM
(en agua), en oscuridad durante 12-16 h antes de su uso.
Para el estudio de compuestos fendlicos, la solucion de
ABTS"™ fue diluida con etanol hasta una absorbancia de
0,70 (x0,02) a 734 nm y 30°C. Se tomaron 10 pl de
compuestos a ensayar (Lig 10%, Lig 33% e Indulin C, 3
mg/ml; Quercitina y Acido Urico, 1 uM, LN10% y
LN33%, 0.09%; Vinaza, dilucion 1/10) y se colocaron en
la cubeta del espectrofotometro con 1,0 ml de la solucién
de ABTS'. Entonces fueron medidos los valores de
densidad Optica a 734 nm 1 min y 6 min después de la
mezcla. Se usé como estandar una solucion de 8 mM de
Trolox, la cual fue diluida para obtener concentraciones
finales de 1, 2, 4 y 8 uM, en buffer PBS 5 mM (pH 7,4) (el
cual es usado para antioxidantes en plasma y para el
patron). Se calcul6 el porcentaje de disminucién de color
(o de secuestramiento del catién radical ABTS) a 734 nm
después de 6 min de reaccidn y se realizd una grafica del
porcentaje de disminucion de color en funcién de las
diferentes concentraciones del estandar (Trolox), y se
report6 el valor de actividad antioxidante total equivalente

de trolox (TEAC) de las muestras problemas en
comparacion con la ecuacion de la recta obtenida con este
grafico. El valor de TEAC para una muestra dada seria el
equivalente en concentracién de Trolox que produce el
mismo porcentaje de disminucion de color. Todas las
determinaciones fueron llevadas a cabo por lo menos tres
veces, para cada una de las muestra y soluciones estandar.

2.7. Andlisis estadistico.

Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado
aplicando los test o pruebas paramétricas, para el analisis
de distribucién normal o diferencias significativas entre los
grupos de muestra. Se empled el sistema cuantitativo
mediante el uso de técnicas estadisticas, empleandose el
analisis de la varianza por medio de la prueba ANOVA
post hoc Scheffé (Sote 2005; Devore 2008).

3 Resultados y Discusion.

3.1. Actividad antimicrobiana del Licor Negro, Vinaza
y Lignina Precipitada.

La actividad antimicrobiana del Licor Negro, Vinaza y
Lignina precipitada fue estudiada sobre varias cepas
patdgenas de bacterias y levaduras. El estudio consistio en
evaluar la inhibicién del crecimiento de los diferentes
microorganismos en presencia 0 ausencia de cada una de
las muestras, en comparacién con compuestos quimicos
cuya actividad antimicrobiana y antimicética ya ha sido
ampliamente estudiada. Los resultados se presentan en la
Tabla 3. Se observa que todas las muestras estudiadas
presentaron actividad inhibitoria definida contra Shigella
dysenteriae y Staphylococcus aureus, mientras que el licor
negro a concentraciones de 10 y 33% de sdlidos disueltos
tienen actividad cuestionable contra Escherischia coli
(ECEP) y Escherischia coli (ECEI). Las muestras de
lignina obtenidas del licor negro a 10 y 33% de solidos
disueltos presentaron actividad cuestionable contra
Escherischia coli (ECEP), y actividad inhibitoria definida
contra Escherischia coli (ECET). En el caso de la vinaza,
la misma mostrd actividad inhibitoria definida contra
Escherischia coli (ECEI), Shigella dysenteriae y
Staphylococcus aureus (Tabla 3). Ninguna de las muestras
estudiadas mostrd actividad antibacteriana  contra
Salmonella typhimurium (Tabla 3).

En lo que se refiere a la actividad antimicética, todas las
muestras presentaron actividad inhibitoria definida contra
Candida albicans, mientras que solo los extractos de
lignina mostraron actividad inhibitoria del crecimiento
contra Candida krusei (Tabla 3). El Indulin C mostro
actividad antimicrobiana contra Escherischia coli (ECET),
Escherischia coli  (ECEI), Shigella dysenteriae,
Staphylococcus aureus y Candida albicans.

Se ha reportado previamente la actividad antimicrobiana de
la lignina y el licor negro. Por ejemplo, Klein y col. (2019)
realizaron estudios de actividad antimicrobiana de los
revestimientos de poliuretano a base de lignina,
confirmando la capacidad de la lignina Kraft contra
microorganismos especiales tales como S. aureus, y que
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los derivados de Trifenilmetano (verde brillante, violeta
cristal) aumentaron significativamente este efecto
antimicrobiano.

Por otra parte, Maulidiyah y col. (2018) evaluaron la
actividad antibacteriana contra 4 especies de bacterias (E.
coli, S. aureus, S. typhi, y Xanthomonas oryzae) mostrando
una buena actividad antibacteriana para cada prueba con
diametros de halos de inhibicién de 20 nm, concluyendo
que los compuestos derivados de lignina pueden ser usados
como antibacterianos naturales y Kosikova (1994)
probaron la actividad antimicética de varios tipos de
lignina, asi como muestra de lignina modificadas por
oxidacién, demostrando una mayor actividad de las
nuestras naturales de aquellas modificadas por oxidacion
contra C. tropicalis, Trichosporon cutaneum y C. albicans.

Se considera que la lignina es una enorme fuente natural de
agentes antimicrobianos debido a su composicion fenélica
polimérica con 11 mondémeros de grupos fendlicos, con
una alto contenido de &cidos cumarico y fertlico (Dizhbite
y col., 2004; Espinoza-Acostay col., 2016). De los estudios
Ilevados a cabo de la actividad antimicrobiana de la lignina
se ha concluido que su poder antimicrobianos depende de
la fuente de origen, método de extraccion, concentracion
en el medio de cultivo, estructura quimica y tipo de
microrganismo (Espinoza-Acosta y col., 2016).

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de las Muestras de Licor Negro,
Vinazay Lignina Precipitada.

Extractos
Microrganismo | L1 | 3 | L1 | L3 | Vi In :‘1 Sul | Ket
Escherischia . . . . -
coli (ECEP)
Escherischia S U IR A A R
coli (ECET)
Escherischia R R PR U R B i
coli (ECEI)
Shigella
. ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
dysenteriae
Salmonella -
typhimurium
Staphylococcus
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
aureus
Candida
. ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - +
albicans
Candida krusei - - s - - - - +

(-) Actividad no detectable; (+) Actividad cuestionable; (++) Actividad
inhibitoria definida entre 1-2 mm; (+++) Actividad inhibitoria definida
entre 3-6 mm. L1, Licor negro 10% (p/v); L3, Licor negro 33% (p/v); Lil,
Lignina precipitada proveniente de la muestra de L1; Li3, Lignina
precipitada proveniente de la muestra de L3; Vi, Vinaza; In, Indulin C;
Am, Ampicilina; Sul, Sultamicina; Ket, Ketokenasol. Las muestras L1 y
L3 se diluyeron hasta una concentracion de 0,09% (p/v); las muestras Li1,
Li3 e In, se prepararon a una concentracion de 0,2% (p/v); Am, Sul y Ket,
a una concentracion de 1 mM.

En cuanto a la actividad antimicrobiana del licor negro,
Dizhbite y col. (2004) demostraron que el licor negro
producido a partir de bagazo y tallos de algodon fue
efectivo contra bacterias gran positivas (Bacillus subtilis y
BAcillus mycoides), pero no contra bacterias gran
negativas (E. coli) y hongos filamentosos (Aspergillus
niger). Durmaz y col. (2015) usaron el licor negro Kraft a
varias concentraciones como protector de la madera contra
agentes biolégicos, tanto las muestras de madera de prueba
como las de control se probaron para determinar la
resistencia a los hongos de la pudricion parda Coniophora
puteana y Poria placenta. Seis semanas de exposicion a los
hongos de pudricién parda, C. puteana y P. placenta,
resultaron en una notable pérdida de peso de las muestras
control comparadas con muestras de prueba. Después de
seis semanas de exposicién a ambos hongos, la pérdida de
peso de las muestras de control fue mas de 25%, mientras
que la pérdida de peso de las muestras de prueba fue
inferior al 3%. Estos resultados indican que el licor negro
mejora la durabilidad de la albura de pino silvestre. Se
puede afirmar que los carbohidratos productos de
degradacion, resinas y &cidos grasos, extractos y los
materiales inorgénicos en el licor negro utilizado en el
proceso mostraron inhibicion de la actividad fungica.

En las Tablas 4 y 5 se presentan los resultados de la
evaluacion de la actividad antiparasitaria de las muestras
en estudio, la cual fue evaluada sobre varias cepas
patdgenas de pardsitos humanos, especificamente,
Tripanosoma cruzi y Leishmania mexicana. El estudio
consistié en evaluar la inhibicion del crecimiento de los
diferentes microorganismos en presencia o ausencia de
cada una de las muestras a estudiar, a diferentes
concentraciones de las muestras problema. Ademas, a
diferencia del caso de la evaluacion de la actividad
antimicrobiana, se evaluaron parametros cualitativos como
la presencia y tamafio de las rosetas.

Se puede observar en la Tablas 4 y 5 que las muestras de
vinaza no tienen efecto sobre T. cruzi, pero que logran
inhibir 50% el crecimiento de L. mexicana a las 48h, con
rosetas moderadas de tamafio mediano. En lo que se refiere
a las muestras de licor negro, lignina e indulin C, todas
logran inhibir entre 50 y 75% (dependiendo de la muestra)
la supervivencia de los parasitos en estudio, con una
cantidad de rosetas escasa y moderada, y de tamafio
pequefio a mediano (Tablas 4 y 5). Llama la atencién que
la muestra de lignina obtenida a partir del licor negro a 33%
de s6lidos disueltos inhibié por completo la formacion de
rosetas, tanto para T. cruzi como L. mexicana (Tablas 4 y
5). No existe hasta la fecha reportes en la literatura acerca
de la actividad antiparasitaria de muestras de licor negro o
lignina, siendo los resultados encontrados en este trabajo el
primer reporte de este tipo de actividad en estos
COmpuestos.

Revista Ciencia e Ingenieria. Vol. 42, No. 1, diciembre-marzo, 2021



Actividad bioldgica del licor negro...

17

Tabla 4. Actividad anti Trypanosoma cruzi de las muestras de Licor
Negro, Vinaza y Lignina precipitada.

Sobrevivencia Cantidad de | Tamafio de

rosetas las rosetas

Muestra | 24h 48h 24h 48h | 24h | 48h
Vi \% \% mod | mod | med | med
L3 \Y 25% esc esc | peq | peq
L1 \% 50% | mod | mod | med | med
Li3 \Y 25% SR SR SR | SR
Lil \% 25% | mod | mod | med | med
In \Y 50% | mod | mod | med | med

(esc) escaza, (mod) moderada, (ab) abundante, (peq) pequefia, (med)
mediana, (gd) grande, (SR) sin rosetas, (V) todos vivos. El porcentaje se
refiere al porcentaje de sobrevivencia. Vi, vinaza; L1, Licor negro 10%
(p/v); L3, Licor negro 33% (p/v); Lil, Lignina precipitada proveniente de
la muestra de LN10; Li3, Lignina precipitada proveniente de la muestra
de LN33; In, indylin C. Las muestras L1 y L3 se diluyeron hasta una
concentracion de 0,09% (p/v); las muestras de Lil, Li3 e Indulin C, se
prepararon a una concentracion de 0,2% (p/v); la vinaza se diluyé 1/100.

En lo que se refiere a la inhibicion de formacion de rosetas
por parte de la lignina proveniente del licor negro al 3% de
solidos disueltos, se cree que esta capacidad de formacién
de rosetas se debe a la accion de una serie de proteinas
conocidas como lectinas. Boyd y Slapeigh (1954)
introdujeron el termino lectina para definir a las
hemaglutininas provenientes de plantas, pero debido al
poco conocimiento de las funciones fisiologicas de las
lectinas, el término no tuvo buena aceptacién.
Posteriormente, el término lectina se amplié para incluir
proteinas de cualquier fuente que se unen a carbohidratos
(Goldstein 1980). La definicidn de lectinas que se mantiene
hasta la actualidad es que son glicoproteinas, de origen no
inmunol6gico, capaces de reconocer azucares o
glicoconjugados de manera especifica (Hartmut 1988).

La propiedad aglutinante de las lectinas abarca células
rojas de humanos y animales, y otros tipos celulares como
linfocitos, plaquetas, células malignas y espermatozoides.
También pueden aglutinar  bacterias, levaduras,
protozoarios y algunos virus. Entre los microorganismos
patdgenos al hombre donde se han identificado lectinas se
encuentran las especies de Plasmodium, Trypanosoma,
Leishmania, Entamoeba, Gradia lamblia,
Cryptosporidium parvum, entre otras. La interaccion entre
el parésito y la célula huésped es un proceso complejo que
involucra varios pasos, multiples receptores y ligandos
complementarios entre ambos tipos de células (parasito-
huésped) (Kalantari y col., 2019). Bonay y col., (1995)
identificaron proteinas que unen carbohidratos (conocidas
como CBPs) en T. cruzi y propusieron que estas podian ser
receptores en los eventos de reconocimiento paréasito-
huésped. Estas lectinas, también conocidas como
adhesinas, se encuentran en la superficie de los parasitos e
interactlan con carbohidratos y glicoconjugados de las
células blanco, llevando a los microorganismos a colonizar

superficies mucosas y a producir lesiones tisulares (Bonay
y col., 1995).

Tabla 5. Actividad anti Leishmania mexicana de las muestras de Licor
Negro, Vinaza y Lignina precipitada.

Sobrevivencia Cantidad de | Tamarfio de

rosetas las rosetas

Muestra | 24h 48h 24h 48h | 24h | 48h
Vi \% 50% | mod | mod | med | med
L3 \% 50% | mod | mod | med | med
L1 \% 50% | mod | mod | med | med
Li3 Vv 5% SR SR SR | SR
Lil V 5% esc esc | peq | peq
In \% 50% | mod | mod | med | med

(esc) escaza, (mod) moderada, (ab) abundante, (peq) pequefa, (med)
mediana, (gd) grande, (SR) sin rosetas, (V) todos vivos. El porcentaje se
refiere al porcentaje de sobrevivencia. Vi, vinaza; L1, Licor negro 10%
(p/v); L3, Licor negro 33% (p/v); Lil, Lignina precipitada proveniente de
la muestra de LN10; Li3, Lignina precipitada proveniente de la muestra
de LN33; In, indylin C. Las muestras L1 y L3 se diluyeron hasta una
concentracion de 0,09% (p/v); las muestras de Lil, Li3 e Indulin C, se
prepararon a una concentracion de 0,2% (p/v); la vinaza se diluyé 1/100.

Este mecanismo de invasién utilizado por algunos
microorganismos patégenos, entre ellos las especies de
parasitos objetos de este estudio, es uno de los mas
importantes y ampliamente estudiados. Como se observa
en las Tablas 4 y 5, la Lignina purificada de las muestras
de Licor Negro al 33% de sélidos disueltos es capaz de
inhibir la formacion de rosetas o agregados parasitarios.

Esos agregados o rosetas se forman gracias a la accion de
las lectinas, debido al reconocimiento de carbohidratos o
glicoconjugados en la superficie de las mimas células
parasitarias. La inhibicién de la formacién de rosetas por
parte de la Lignina puede traducirse en la capacidad que
tiene la Lignina de impedir la invasién de células blanco,
posiblemente inhibiendo la interaccion entre las lectinas de
superficie del parasito y su molécula de carbohidrato
blanco, lo que puede servir como una herramienta para
combatir las infecciones causadas por T. cruzi y L.
mexicana.

No se han encontrado reportes en la literatura relacionados
con la actividad antimicrobiana de la vinaza. Se sabe que
las vinazas son ricas en compuestos coloreados que hacen
que se considere como un gran contaminante. La mayoria
de los compuestos que se detectan en la vinaza son
fendlicos y carboxilicos, lo que por lo que se piensa que
puede presentar algun tipo de bioactividad, por lo que se
recomienda estudios mas profundos acerca de la actividad
antimicrobiana de este tipo de compuestos.
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3.2 Actividad antioxidante del Licor Negro, Vinaza y
Lignina precipitada.

Para estudiar y verificar la capacidad antioxidante del licor
negro, vinaza y lignina precipitada, primero se evaluo el
efecto de las muestras sobre el anién superdxido y el
radical hidroxilo, y los resultados se presentan en la Tabla
6.

Todas las muestras analizadas tienen la capacidad de
disminuir la formacion del radical hidroxilo y ani6n
superéxido (Tabla 6). De todas las muestras estudiadas, las
ligninas precipitadas presentaron los mayores porcentajes
de inhibicion de la formacion del anion superéxido, siendo
estos valores similares a los encontrados para la Lignina
purificada comercial, no mayores a los encontrados para la
melatonina y quercitina, y superiores a los del acido lipoico
(Tabla 6).

En el caso del radical hidroxilo, las muestras de lignina
precipitada tienen porcentajes de inhibicidn inferiores a la
melatonina y quercitina, pero inferiores al acido lipoico.

Las muestras de lignina precipitad presentaron mayores
porcentajes de inhibicion en comparacion con sus fuentes
de origen (LN10 y LN33), y en algunos casos superiores a
su analogo el Indulin C, y a la lignina comercial usada en
este estudio (Tabla 6). En el caso de la vinaza, presentd un
porcentaje de inhibicién del anién superdxido sélo superior
al del indulin C, y fue el porcentaje de inhibicion mas bajo
en el caso del radical hidroxilo; siendo los porcentajes
reportados para ambos radicales estudiados inferiores a los
antioxidantes comerciales usados como comparacion en el
presente estudio (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentajes de Inhibicién encontrados para cada una de las
Muestras Analizadas en el caso del Anién Superdxido y Radical

al 33% (p/v) (3 mg/ml); Ind C, Indulin C (3 mg/ml); Melatonina (1 uM);
Quercitina (1 pM); Acido lipoico (1 uM); Lig Aldrich, Lignina purificada
(3 mg/ml).

Por otra parte, se determin6 a las muestras estudiadas los
valores de AOA y TEAC usando acido Urico y trolox como
estandares, respectivamente. Los valores de AOA
encontrados para las muestras de Lignina precipitada
fueron superiores a todas las muestras analizadas, incluso
superiores a los reportados por los antioxidantes
comerciales usados como comparacion en este estudio
(Tabla 7).

La muestra de vinaza fue la que present6 el menor valor de
AOA, incluso inferior al acido lipoico.

Los valores de AOA de las muestras de lignina son
considerados altos cuando se comparan con otras muestras
analizadas por este método tales como orina (0,17 mM),
saliva (0,84 mM), fluido cerebro-espinal (0,095 mM),
humor acuoso ocular (0,061 mM). Sin embargo, no son
tan altos como los encontrados para las muestras de suero
cuyo valor de AOA es de 2,04 mM (Koracevic y col.,
2001).

La muestra de vinaza es la que presenta el menor valor de

AOA, siendo entonces considerada como un antioxidante
débil segun los valores reportados por Koracevic y col.
(2001).

Tabla 7. Valores de AOA y TEAC de las muestras de Licor Negro,
Lignina precipitada y Vinaza.

Hidroxilo.
Anioén Radical
Muestra Superoéxido Hidroxilo

Lig 10 51,44+1.29f 33,68+0,91d
Lig 33 51.22+0.48f 33,20+1,33d
LN10 30,69+0.97c 23,28+1,10b
LN33 32,11+0.95d 16,55+1,17a
Vinaza 27,04+0.17b 18,60+0,31a
Lig Aldrich 47,15+2.04e 36,81+1,30e
Indulin C 23,78+0.15a 24,53+1,27b
Melatonina 79,06+0.32h 53,89+1,07f
Quercitina 71,46+0.85¢ 53,07+1,13f
Acido Lipoico 33,40+0.73d 27,94+0,98¢

Mediat+Error estandar (n=9). Las medias de la misma columna que
comparten la misma letra no son estadisticamente diferentes segtn el test
de comparacion multiple Newman-Keuls (p<0,05). LN10, Licor Negro al
10% (p/v) (0,09% p/v); LN33, Licor Negro al 33% (p/v) (0,09% p/v);
Lig10, Lignina Precipitada a partir de la muestra Licor Negro al 10% (p/v)
(3 mg/ml); Lig33, Lignina Precipitada a partir de la muestra Licor Negro

Muestra AOA (mM) TEAC (uM)
Lig 10 0,91+0,03g 5,71+0,27d
Lig 33 0,89+0,01f 3,61+0,18b
LN10 0,58+0,01c 2,68+0,05a
LN33 0,58+0,01c 2,80+0,14a
Vinaza 0,14+0,02a 2,3040,03a

Lig Aldrich 0,82+0,01d 4,34+0,31c

Ind C 0,57+0,02c 4,24+0,13c
Melatonina 0,83+0,02d 8,9840,42¢
Quercitina 0,86+0,03¢ 10,55+0,23f
Ac. Lipoico 0,31+0,07b 2,78+0,76a

LN10, Licor Negro al 10% (p/v) (0.09% p/v); LN33, Licor Negro al 33%
(p/v) (0.09% p/v); Lig10, Lignina Precipitada a partir de la muestra Licor
Negro al 10% (p/v) (3 mg/ml); Lig33, Lignina Precipitada a partir de la
muestra Licor Negro al 33% (p/v) (3 mg/ml); Ind C, Indulin C (3 mg/ml);
Melatonina (1 pM); Quercitina (1 uM); Acido lipoico (1 pM); Lig
Aldrich, Lignina purificada (3 mg/ml). MediatError estandar (n=6). Las
medias de la misma columna que comparten la misma letra no son
estadisticamente diferentes segin el test de comparacion mdaltiple

Newman-Keuls (p<0.05).
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En lo que se refiere a los valores de TEAC, se observa que
las muestras de Lignina Precipitada provenientes del Licor
Negro al 10% (p/v) de solidos disueltos tienen un mayor
valor de TEAC que todas las muestras problema analizadas
(Licor Negro, Vinaza y Lignina Precipitada del LN al 33%
de sélidos disueltos), siendo similar a su analogo comercial
el Indulin C (Tabla 7). El hecho de que la Lignina
precipitada tenga un mayor valor de TEAC que las de Licor
Negro puede deberse a que en el proceso de precipitacion
se ha eliminado cualquier contaminante que pueda
interferir en su capacidad antioxidante. Es importante
destacar que la Quercitina presenta valores de TEAC
superiores a los encontrados para el Trolox, el cual es
usado como estandar en este método, comportamiento que
ha sido reportado previamente en el trabajo realizado por
Binsack y col. (2001), donde se encuentra que la Quercitina
es aproximadamente 3,3 veces mas potente que el Trolox
para secuestrar el catién radical ABTS, mientras que los
derivados de quercitina mono y diclorados son 5,8 y 6,1
veces mas eficientes que el Trolox, respectivamente (Tabla
7).

Los valores de TEAC son considerados altos segun los
resultados expuestos por Proteggente y col. (2003), en el
cual un valor de TEAC superior a 3,0 mM es considerado
alto, y valores por debajo de 3,0 mM son considerados
medios-bajos. De este modo, el valor de AAT de 2,30+0,03
mM encontrado para la Vinaza es considerado medio-bajo.

Rajeev y col. (2009) evaluaron la potencial actividad
antioxidante de la lignina obtenida del licor negro, un
residuo peligroso producto generado durante la extraccién
de aceite de palma. El potencial antioxidante de la lignina
extraida se evalud disolviendo las muestras extraidas en 2
sistemas de disolventes diferentes. Los resultados
revelaron un alto porcentaje de inhibicion del radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) en la muestra de lignina
disuelta en 2-metoxietanol sobre DMSO. La
espectrometria revelé que los grupos funcionales de la
lignina extraida y la lignina comercial eran muy similares,
lo que indica la pureza de la lignina extraida del licor negro.
Estos resultados proporcionan una base sélida para futuras
aplicaciones de lignina en la industria alimentaria y
también ilustran un enfoque ecoldgico para utilizar licor
negro de palma aceitera. Resultados similares fueron
obtenidos por Gonzélez y col. (2016) quienes estudiaron el
contenido de fenoles y capacidad antioxidante de las
ligninas obtenidas a través de precipitacion apH (2,5y 7),
a partir del licor negro (LN), se utilizaron acido sulfdrico y
acido clorhidrico como precipitantes. Para determinar
polifenoles se us6 el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu, y se expresa en mg de &cido galico equivalentes
(GAE)/g muestra. La capacidad antioxidante se evalué por
el Método ABTS, en mM TEAC o capacidad antioxidante
equivalente en Trolox. Los resultados reportaron que existe
correlacion entre la capacidad antioxidante de algunos
colorantes naturales y las muestras de lignina obtenidas por
precipitacién y la muestra del LN.

Faustino y col. (2010) evaluaron la actividad antioxidante
de compuestos fenolicos presentes en licores negros
industriales obtenidos por dos procesos diferentes usados
en Portugal. El contenido total de fenoles se encontré entre
91,6 y 1.099,6 mg GAE/g, mientras que la
actividad antioxidante se encontré entre 2,20 y
3, 41, mostrando una fuerte actividad
antioxidante para todos los casos estudiados.
Este es el reporte en el que se evidencia la actividad
antioxidante de la vinaza, aunque la reportada en este
trabajo fue menor a la de la lignina precipitada y a los
antioxidantes comerciales usados en este trabajo.

4 Conclusiones.

En el presente trabajo se evidencié por primera vez
actividad antimicrobiana para las muestras de licor negroy
vinaza, asi como para las muestras de lignina precipitada,
contra importantes microorganismos patégenos humanos
tanto bacterias, como hongos y parasitos. Ademas, todas
las muestras estudiadas tienen la capacidad de disminuir la
formacion del anion superoxido y radical hidroxilo., siendo
la Lignina precipitada la que present6 la mayor capacidad
antioxidantes de todas las muestras analizadas,
independientemente de su procedencia. La vinaza es el
antioxidante mas débil de todos los ensayados usados en
este estudio. Ninguna de las muestras analizadas presentd
una capacidad de disminuir la formacion del anién
superoxido y del radical hidroxilo superior a la Quercitina
o la Melatonina. Por otra parte, los valores de AOA
presentados por las muestras de Lignina precipitada son
considerados elevados cuando se comparan con los
reportados en la bibliografia, incluso superiores a los
presentados por la Melatonina, Quercitina y Lignina
precipitada. Los resultados presentados en este trabajo
evidencian la importante bioactividad de aguas residuales
como licor negro, vinaza y lignina precipita, permitiendo
valorizar productos de desecho altamente contaminantes.
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