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Resumen

Se describe un estudio de las interferencias presentes en el analisis de la distribucién de
pesos moleculares (DPM) de ligninas alcalinas de bagazo de cafa, utilizando la
cromatografia de exclusién por tamafio de alta resolucién (HPSEC) en fase organica. Las
muestras de ligninas empleadas provienen de la digestiéon alcalina del bagazo de cafa y
de ligninas comerciales. Los anélisis se realizaron en columnas Zorbax PSM de 60S, 300S
y 1000S, con DMSO como fase movil y deteccion UV. Se estudié ademas la influencia de
asociaciones moleculares, y la presencia de picos “fantasmas” a elevados pesos
moleculares, con la adicién de sales de litio en la fase mé6vil.

Palabras clave: Distribucibn de pesos moleculares, lignina, licor negro, industria
papelera, HPSEC.

Analytical interferences associated with the study of molecular weight
distribution in organic phases of lignic wastes from paper pulp

Abstract

A feasibibility study to analyze the molecular distribution of alkaline lignins in sugar cane
baggasse is described. The developed method is based on the High Performance Size
Exclusion Chromatography (HPSEC) technique. Lignin samples come from the digestion of
sugar cane baggasse, which results from the alkali process of paper pulping and
commercial lignin Indulin. The analysis were made with Zorbax PSM columns of 60S, 300S
and 1000S with DMSO as the mobile phase and UV detection. The influence of molecular
associations, and the presence of “ghost” peaks in the high molecular weights zone, with
the addition of lithium salts in the mobile phase, were also studied.
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Introduccioén

La lignina es un polimero vegetal irregular del grupo 4-hidroxi-4-metoxi-fenil-propano la
cual junto con la celulosa y hemicelulosa componen las paredes celulares de las plantas
(Sjostrom y Alén, 1999). Esta es obtenida como subproducto en la industria papelera en
un material de desecho denominado licor negro, el cual proviene de la separacién de la
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lignina soluble de los compuestos soélidos fibrosos y ricos en celulosa, mediante la
formacién de derivados solubles en agua o en soluciones alcalinas. Estos desechos
representan una fuente inagotable de materiales lignicos de gran utilidad en la industria
como precursores para la obtencién de 6leos, fenol, acido acético, vainillina, resinas fenol-
formaldehido, surfactantes, entre otros (Olson, 2001; Schuachardt y Ribeiro, 2001). Cerca
del 70-90% del contenido de lignina original en la madera esta disuelta en este licor
(Sjostréom, 1993; Marton, 1971; Mbachu y John, 1981). La lignina es recuperada de esta
matriz a través de la precipitacion acida utilizando COZ, HCI o H2804. La precipitacion con

acido proporciona rendimientos cerca del 90% del material inicial (Marchessault et al.
1982), por lo que es comunmente empleada para obtener toda la distribucidén de lignina
polimérica en el licor negro.

La estructura de la lignina ha sido discutida extensamente por Sarkanen (Shotton et al.,
1972) y Sakakibara (Sjostrom, 1993), la cual alcanza pesos moleculares en el rango de
5000 a 10000 Daltons. Entre los métodos mas usados para determinar peso molecular
(MW) vy la distribucion de pesos moleculares (MWD), se encuentra la HPSEC en fase
acuosa principalmente con NaOH 0,1 N como fase moévil. Esto se debe a las caracteristicas
propias de la técnica, ya que proporciona, por lo general, una manera réapida y
reproducible de obtener pesos moleculares relativos.

Los primeros intentos por separar fracciones por SEC fueron reportados por McNaugton
et al. (1967). Los métodos cromatogréficos iniciales en lignina se desarrollaron en los
antiguos empaques de geles organicos blandos y semi-rigidos. La mayoria de los trabajos
publicados en SEC de ligninas se han llevado a cabo en geles de dextranos entrecruzados,
tales como: Sephadex y Sephacryl (polisacaridos hidroxipropilados entrecruzados)
(McNaugton et al., 1967; Himmel et al., 1983; 1989;1990) utilizando diversas fases
moviles tales como agua, soluciones reguladoras acuosas, soluciones alcalinas de
hidréxido de sodio, mezclas de agua/dioxano, y DMSO/agua, DMF, THF, entre otras (Ken
et al., 1996; Bikova et al., 2000; Araujo et al., 2002; Kadla y Chang, 2002; Majcherczyk y
Huttermann, 1997; Sun et al., 2000; Srebotnik y Hammel, 2000). Sin embargo, el
principal problema cuando se utilizan fases méviles organicas como THF o DMF es la poca
o nula solubilidad de ciertas fracciones lignicas en estos solventes.

Las complejas moléculas de lignina presentan propiedades que pueden alterar el
comportamiento cromatografico, dando resultados inciertos. Dubin (1988) ha sefialado
que todas las fases estacionarias en SEC acuoso, virtualmente llevan cargas negativas
bajo condiciones tipicas de uso, generando de tal manera interacciones electrostaticas con
el soluto. Las ligninas solubles en medio alcalino, exhiben grupos ionizables en la
superficie polimérica. Si no se toma en cuenta esta propiedad para controlarla ya sea
eliminandola o minimizandola, podria conducir a interacciones i6nicas, expansion del gel y
efectos de adsorcién en matrices tales como, dextrano, agarosa y silica gel. Como
consecuencia se obtendra exclusion de moléculas o retencién y llevara a una imprecisa
estimacion de pesos moleculares. De esta manera ha de conocerse las limitaciones de pH
de los empaques y su constituci 6n quimica. Otro tipo de interferencias en la determinacion
de MW y MWD de lignina es la relacionada a complejos asociados en forma intermolecular.

Existe en la literatura una diversidad de trabajos publicados referentes a la asociacion
molecular de ligninas Kraft, la mayor parte de estos basados en resultados obtenidos del
estudio de MW y MWD. Owusu et al. (1992), por ejemplo, sugirieron que este tipo de
enlace era responsable de los cambios de difusién y viscosidad de las ligninas Kraft.
Algunos autores (Mbachu y John, 1981) han sefalado que los enlaces de hidrégeno
intramolecular son formados entre los grupos fendlicos y ésteres. No obstante, los
mecanismos todavia son inciertos y el problema no es nada trivial.

Marchessault et al. (1982) reportaron el efecto del tipo de solvente en la asociacion
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molecular como un tipo de enlace. Ellos demostraron que la MWD con solventes
organicos era multimodal, extendiéndose a altos pesos moleculares y formando complejos
tres veces mas altos que las fracciones individuales. Por otro lado, los cromatogramas
obtenidos en solucién acuosa tienden a ser amplios con mas detalle, en la regién de bajos
pesos moleculares, observandose en las muestras reinyectadas al cabo de un tiempo,
aumentos de pesos moleculares. Se ha sugerido que la asociacién ocurre en dos pasos
mientras que se da un equilibrio rapido entre los complejos asociados y los componentes
disociados existentes. Estos autores descubrieron que la adicidon de LiCl o LiBr a la fase
movil afectaba el pico de un comportamiento bimodal a unimodal. Marchessault et al.
(1982) han sugerido que las sales protegen al dipolo de las moléculas previniendo la
asociacion.

En este trabajo se presentan los resultados de un estudio sobre la determinacién de
pesos moleculares de ligninas por HPSEC, sus interferencias y las condiciones
instrumentales que afectan la determinacion analitica de los mismos en fase orgénica,
tratando de evitar o minimizar las posibles interacciones electrostéaticas que conduzcan a
resultados erréneos.

2. Materiales y Métodos

La distribucion de pesos moleculares de las distintas ligninas se llevé a cabo en un
cromatografo para fase liquida de alta resolucidon Varian, constituido por un inyector
manual de volumen fijo (10 pL) y un detector modelo 584 de longitud de onda variable.
La eleccién de la longitud de onda para el analisis se realizé con un espectrofotometro UV-
Visible Perkin-Elmer, modelo Lamdba 3-8 acoplado a un PC Epson Equity IlIl +. Los
estudios cromatograficos se llevaron a cabo en columnas Zorbax (HPSEC) PSM 60, PSM
300 y PSM 1 000 (Du Pont Company) de 6,2 mm ID x 25 cm (empaque de silice
microsfera porosa de 5 um). Los cromatogramas se obtuvieron con un maédulo de datos
Waters modelo 745B.

Para las pruebas de solubilidades se emplearon los siguientes reactivos grado p.a.:

acetona (Merck), etanol (Merck) metanol (JT Baker) Dioxano (Riedel De Haen),
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck), cloroformo (JT Baker), tetrahidrofurano (THF) T
Baker), benceno (Analar).

Para el andlisis se empled licor negro proveniente de la digestion en el laboratorio del
bagazo de cafia con hidroxido de sodio (muestras donadas por el laboratorio de
Formulacion, Interfaces, Reologia y procesos, FIRP, Mérida-Venezuela). Esta muestra se
emplea bajo la denominacién de Lignina Purificada. La misma fue recolectada en la planta
de pulpa y papel VENEPAL (Morén-Venezuela) procedente del centro azucarero “Matilde”
con las siguientes caracteristicas fisicoquimicas: sélidos totales = 5,18%, solidos disueltos
= 4,88%, pH = 12,35 y densidad = 1,021 g/cc. Se obtuvieron “ligninas recuperadas” de
este licor mediante acidificacién del licor a pH 2, 5 y 8. Adicionalmente, se estudiaron
ligninas de uso industrial tales como: ligninas Kraft de pino (indulinC), amino-lignina
(Indulin W-1) y lignina de pino Kraft (Indulin AT), todas de la Westvaco, Chemical
Division, North Charteston, S.C. 29406, USA. Esta dltima (Indulin AT) se tomdé como
estandar de banda ancha para ajustar la calibraci6n de las columnas, la cual se realiz6 con
patrones de poliestireno como se explica en el procedimiento experimental. Por otro lado,
se inyect6 alquilbenceno lineal (Mw = 235,05 daltons) (Monsanto Industrial Chemicals Co.
St. Louis Missouri 63166, USA).

Se escogieron las fases estacionarias Zorbax PSM debido a su compatibilidad en DMSO.
Se instal6 inicialmente una columna de 60 A, inyectando 10 pL de lignina a diferentes
concentraciones: 0,01%, 0,1%, 0,15%,para evaluar la sensibilidad del detector a 280 nm
con 0,1 AUFS. Posteriormente, se estudiaron acoplamientos de columnas de amplio rango
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con las columna de 60 PSM y 1 000 PSM. Finalmente, se evalud el fraccionamiento con
rangos de menor amplitud con el acoplamiento de 60-300 PSM.

Todos los acoplamientos de columnas se calibraron con estandares de poliestireno (PS)
en tetrahidrofurano (THF) como fase movil, para tener una curva relativa en la calibracion
HPSEC. Posteriormente, esta curva se ajustd con los valores de pesos moleculares de la
muestra Indulin AT (ampliamente analizada en estudios previos en fase acuosa (Gonzéalez,
1998)) al utilizar la fase mbdvil DMSO. Con el sistema cromatografico ya calibrado, se
procedid luego a evaluar la distribuciéon de pesos moleculares de las ligninas obtenidas del
bagazo de cafia preparadas en DMSO al 0,01% p/v, inyectandose 10 pL de estas
soluciones.

Se estudié también la influencia de sales de litio en la fase mévil con el acoplamiento de
columnas optimizado, agregandose concentraciones de litio desde 0,1% hasta 0,6% p/v
en DMSO y se evaluaron los efectos en las distribuciones de tamafio molecular.

3. Resultados y Discusion
Calibracion de columnas

Algunos autores (Kogel y Bochter, 1985; Sjostrom, 1999) han reportado pesos de
ligninas menores de 10 000 MW, siguiendo estos antecedentes, se escogid para el inicio
del estudio una columna con tamafos de poros y rango de fraccionamiento pequefio (< 10
000 A). En la Figura 1 (cromatograma A) se observa una distribucién de pesos
moleculares de ligninas en columnas HPSEC de 60 PSM. Una calibracién relativa de PS en
THF muestra que la fraccién de alto peso molecular se sitla en la zona de exclusién
molecular del empaque, alrededor de 10 000 daltons, obsérvese un comportamiento
bimodal.

La bimodalidad que presentan estas matrices sugieren que un proceso degradativo,
totalmente aleatorio como es la delignificacion, puede fraccionar la estructura
tridimensional de la lignina, en una forma selectiva y hasta secuencial. Es decir,
fragmentos de alto peso molecular se producen inicialmente con posterior formacién de
pequefas fracciones monomeéricas. Al final del proceso se obtendrian fracciones de alto y
bajo peso molecular. Sin embargo, una distribucién molecular como la antes sefialada, es
posible que se produjera en el proceso del pulpado y no se presente como producto final.
Por ejemplo, Forss et al. (1976) reportaron distribuciones bimodales estudiando los
cambios en tamafio molecular que presentaban las ligninas de pino cuando fueron
sometidas al proceso Kraft. En sus resultados se observaron cambios bimodales a
unimodales en las curvas, a medida que transcurria el tiempo de coccién. En este caso la
bimodalidad surge debido a un proceso dindmico que esta ocurriendo y no como un
resultado final luego de la coccion.

Estas observaciones indican la necesidad de verificar la autenticidad del pico de alto
tamafo molecular que aparecia en las distribuciones iniciales con empaque de 60 PMS.
Para ello fue necesario ampliar el rango de fraccionamiento a través del acoplamiento de
otro empaque de mayor tamafo de poro. Se eligié una columna Zorbax PMS 1 000 para
abarcar un rango hasta 10% MW, suficiente para incluir cualquier distribucién de amplio
rango en tamafio molecular, con la misma fase mévil y flujo anterior. Los resultados se
muestran en la misma Figura 1 (cromatograma B). La distribuciéon se desplazé hacia la
zona de bajo tamafio molecular. Obsérvese también la fraccion aguda a bajo tamafio
molecular muy cerca de la zona de exclusién, sefialada por el pico del benceno (Figura 1,
cromatograma C), la cual es tipica para todas las muestras de ligninas, tanto de
laboratorio (purificada) como comerciales.
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La disposicion de un empaque con mayor tamafio de poros permite a las moléculas
permear con mayor selectividad, desapareciendo la exclusion total de fracciones de alto
tamafio molecular y en consecuencia su pico. No obstante, tal disposicion no indica si
existe 0 no posibles asociaciones intermoleculares de estas macromoléculas, ya sea con el
solvente de la fase movil (a pesar de su caracteristica aprética) o entre ellas mismas.

El set de columnas de 60 — 1 000 PSM fue cambiado a uno de 60 — 300 PSM con el
objeto de reducir la posibilidad de permear moléculas asociadas de alto tamafio molecular.
Un acoplamiento con una columna de 300 PSM situa el rango de fraccionamiento hasta
10° daltons, es decir una década menos que el anterior set. En la Figura 2 se observa la
comparacioén de las curvas de calibracion para ambos set, ndtese la disminucidon del limite
de exclusion en el set de 60 — 300 PSM.
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Los resultados demuestran que el rango de fraccionamiento para este set fue el mas
adecuado. La calibracién se realiz6 con estandares de poliestireno (PS) en THF, dada la
insolubilidad que presentan estos en DMSO. La curva derivada, posteriormente se ajustoé
en DMSO como fase movil con una muestra de lignina de pino (INDULIN C),
suficientemente caracterizada por el grupo de investigacion del laboratorio FIRP
(Gonzalez, 1998).

Determinacion del MWD de ligninas e interferencias en el analisis

Luego de la calibraciéon se procedi6 a estudiar la influencia del LiBr. Existen antecedentes
(Goycoolea et al., 1986; Jansekar et al., 1981; Ribbons, 1987; Sarkanen et al., 1981)
como para inferir que la bimodalidad observada sea atribuida a asociaciones moleculares.
Mbachu et al. (1981) reportaron que se podia eliminar estas asociaciones aumentando el
tamafno de poro del empaque, es decir, la situacion planteada en este trabajo. Sin
embargo existe un error de interpretacion en tal afirmacion ya que dicho cambio oculta la
asociacion, mas no la elimina. Se deben considerar otros factores, ya no de indole
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mecanico, como el empaque, sino mas bien de caracter quimico. Una de las primeras
investigaciones al respecto fue reportada por Connors et al. (1980). Sus resultados
indicaron que la adiciébn se sales de litio y bajas concentraciones de lignina podian
disminuir las asociaciones en fase organica, por lo que se considerd estudiar la influencia
de este tipo de sales en la distribuciéon de tamafo molecular de las ligninas.
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Figura 2. Cuorvas de Calibracion para Set de Coluomnas evalua

das (A) Acoplamiento 60 — 1000 PSM, (B) Acopla-
micnta 6 = 300 PSM. Condiciones Cromatogrificas:
fasc movil THE fluje 1 mlsmin, longitud de onda
2534nm, 0,1 AUFE Viny, 10 ul. muestras patrones de
Poliestireno.

En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos al agregar diferentes
concentraciones de LiBr en la fase movil de DMSO, utilizando un set de 60 — 300 PSM. En
el cromatograma A se aprecia nuevamente la bimodalidad observada en la columna de 60
PSM, la cual habia desaparecido con el acoplamiento de columnas 60 - 1 000 PSM
(Fig. 1B). Esto indica que este acoplamiento es adecuado porque aumenta el Imite de
exclusion sin permitir la permeacién total de grandes tamafios moleculares, de tal forma
que se puede observar cualquier modificacibn que ocurra en las asociaciones.
Efectivamente, la adicion de LiBr minimiza la asociaciéon y desplaza la distribucién a zonas
de permeacién selectiva. La concentracion de LiBr se optimizé a través de los cambios
observados en la distribucion molecular de la lignina y se obtuvo que a concentraciones de
LiBr mayores de 0,01% no existe alteracién alguna en la distribucién.
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Figura'3. Efecto del LiBr en la Distribucidn de Peso Molecular
de Ligninas Alcalis. A) Sin LiBr, (B) con LiBr 0,1 5.
Condiciones cromatograficas: Acoplamiento de co-
lumnas 60 = 300 PSM, fase movil DMSO, deteccion
280 nm, flujo | ml/min, volumen de inyeccion 10wl
de lignina al 0,01 % piv

En los acoplamientos de columnas evaluados se observdé un pico correspondiente a
fracciones de bajo peso molecular a un tiempo de elusion de 10,5 min, siendo mas
pronunciado en el caso del acoplamiento de columnas 60 - 300 PSM. También se pudo
observar que dicha fraccidon no se alteraba a medida que se incrementaba la concentracién
de la sal de litio en la fase mdvil. Esto hace suponer que las asociaciones no pueden
eliminarse en su totalidad, estando compuestas muy probablemente por fragmentos
pequefios de mon dmeros precursores.

Adicionalmente a estos estudios, se evalud la presencia del litio en forma de LiCl en la
fase movil a altas concentraciones de benceno sulfonato, cuyo tamafio molecular es
conocido, la optimizacion se realiz6 en funcién de este valor. El LiCl al igual que el LiBr
bloquea las asociaciones intermoleculares, desplazando las distribuciones hacia pesos
moleculares menores. No se logr6 realizar una comparacién sobre el grado de eficiencia
de ambos electrolitos ya que el LiCl se usé en altas concentraciones de ligninas (alrededor
de 0,6% p/v). No obstante, se pudo evaluar que a altas concentraciones de ligninas es
necesario agregar a la fase mdvil mayor concentracion de la sal de litio, encontrandose
una relacion, aproximadamente 1:1, lignina/sal de litio.

En la Figura 4 se observan los cromatogramas HPSEC obtenidos para las distintas
fracciones de ligninas estudiadas, y en la Tabla | se muestran los resultados finales de
pesos moleculares determinados por HPSEC de estas ligninas. Los valores de peso
molecular promedio en peso (Mw) obtenidos para las ligninas en DMSO sin la influencia
del LiBr no se reportan en este trabajo; no obstante, estos oscilaron alrededor de 2 x 10°
daltons. Los valores reportados en esta tabla no exceden de 11 000 daltons lo cual
evidencia cambios substanciales y fuertes asociaciones intermoleculares entre las
macromoléculas de la lignina. Algunos investigadores han reportado cambios drasticos en
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la distribucién de lignina con la adicion de sales i6nicas. Pelliken et al. (1985) y Himmel
et al. (1990) reportaron asociaciones de ligninas con aumentos del Mw de 200 veces mas.
Con relacion a las ligninas de aplicacion industrial tales como, Indulin C y W-1 se
encontraron valores de MW pequefios comparados con los reportados por los suplidores en
sistemas en fase acuosa alcalina (NaOH 0,1 N), los cuales oscilan hasta 10° daltons con
distribuciones bimodales (Rudatin et al., 1971, Westvaco, Boletines Técnicos N°© 321025 y
35125), posiblemente influenciadas también por asociaciones intermoleculares. En efecto,
Rudatin (1971) encontré asociaciones a pH 13 y 12, indicando que la protonaciéon de los
grupos fenéxidos es una etapa importante en el proceso de asociacion.
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Figura 4. Distribucion de Pesos Moleeulares de Ligninas de
Bagazo de Cana Derivadas a Diferentes pH de Ex-
traccion. (A) purificada, (B) pH 2, (C) pH 5, (D) pH
8, Condiciones Cromatopraficas: [guales a las de la
Figura 3.
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Tabla 1. Resultados HPSEC de Ligninas (DS) en condi-
ciones cromatograficas optimizadas.

Lignina MW Mn'®l D
C 11477 = 0,12 2331 £ 0,11 4,92
W-1 10550 = 0,11 3115 0,12 3,30
Purificada Q303 + 0,10 2913 = 009 3.19
pH =2 10071 £ 0,10 1166 = 0,12 8,64
pH=35 8720 = 0,12 5970 + (L11 1.46
pH=28 6753 = 0,14 B34 + 0,10 7.91
Aldrich 8057 = 0,11 3073 = 0,13 2.62
(1) MW Peso molecular en Peso. (2) Mg Peso pronwedio en dNumero

(3) D Drispersicid

Por otro lado, se encontraron variaciones en los tamafios moleculares de las fracciones
obtenidas a distintos pH de recuperaci6n. Estos aumentan a medida que descienden el pH.
En el caso de la lignina, el punto isoeléctrico debe corresponder a un pH menor de 7 ya
que la misma es un polielectrolito mayoritariamente con grupos carboxilo y fenéxidos cuya
neutralizacidon requiere condiciones acidas. Las condiciones de solubilidad para la lignina
implica que el pH de la solucién esté por encima de siete. En relacion con esto, Marton
(1971) ha sefalado que gran parte de los aromaticos (80-90%) precipitan cuando el pH
es mas bajo de tres. Sus resultados indican que el material no aromatico esta compuesto
de oligébmeros lignicos de bajo peso molecular, monémeros y dimeros fendlicos.

Los pesos moleculares promedio en niumero (Mn) reportados en la Tabla | indican que
existe una importante contribucién de las moléculas de tamafio pequefio en relacién a las
de tamafio grande, reflejada en la dispersidad (D) de las fracciones lignicas de pH 2 y 8.
En la literatura se han reportado valores de dispersidad entre 1,23 y 8,24, dependiendo
del procedimiento utilizado. Pelliken et al. (1985) reportaron estudios de comparacién de
la dispersidad de ligninas calculadas usando modelos lignicos y PS, encontrando similitud
en los valores obtenidos.

La comparacion de los valores obtenidos para las muestras W-1 y purificada indicé una
concordancia bastante aceptable (<10%) con respecto a los valores reportados para el
andlisis en fase acuosa de estas mismas muestras (Gonzélez, 1998).

Con la finalidad de disponer de alguna informacién adicional de sistemas
cromatograficos, un modelo con caracteristicas estructurales similares a los precursores
lignicos, se analiz6 una muestra de alquilbenceno sulfonato de sodio de Monsanto, se
obtuvo su distribucién molecular y se comparé con la de la lignina en condiciones 6ptimas
de analisis. Los resultados se aprecian en la Figura 5. La distribuciéon que presenta el
benceno sulfonato corresponde a un promedio de peso de 1 300 daltons. Otro mondémero
estudiado fue el 3-hidroxi-4-metoxi-bencilalcohol. Ambos compuestos poseen un
comportamiento cromatografico similar, sélo que el benceno sulfonato, debido a sus
cadenas alquilicas, muestra mayor dispersién. Estos resultados indican la presencia de
asociaciones no solo en fracciones de alto peso molecular, sino también en fragmentos de
bajo peso. Por otra parte la presencia de LiBr no fue eficaz para vencer las asociaciones
que se producen en estas moléculas de bajo peso molecular.
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Figura 5. Comparacion de las MWD de (A) Lignina AT y (B)
Benceno sulfonato  de sodio. Condiciones Cromato-
graficas: Iguales a las de la Figura 3.

4. Conclusiones

El DMSO resulté ser el solvente organico mas adecuado para solubilizar las ligninas
alcalinas de interés analitico. La insolubilidad de algunas fracciones lignicas en THF limita
la utilidad de las columnas de alta versatilidad en fase organica, tales como las de geles
entrecruzados de estireno-divinilbenceno, debido a la incompatibilidad de estas columnas
con el DMSO. Es factible establecer el rango de fraccionamiento Optimo para la
determinacion de la distribucion de tamafios moleculares de las ligninas con un
acoplamiento de columnas 60-300 PSM en una curva relativa de PS en THF como fase
movil, utilizando como patron de distribucion ancha un compuesto comercial bien
caracterizado. Las macromoléculas de lignina presentan fuertes asociaciones
intermoleculares de cuando se utiliza HPSEC-organico con DMSO, interfiriendo con la
determinacion de la distribucién de tamafios moleculares. La adicion de sales de litio es
una variable importante para la eliminacion de tales interferencias. Sin embargo, se
evidencia una disminucién notable en la dispersidad de las curvas de distribuciéon de peso,
cuando el litio este presente en la fase mdvil Existe una relacion inversa entre el pH de
extraccion de fracciones de ligninas del bagazo de cafia y su distribuciéon de tamafios
moleculares. A medida que el pH desciende se obtienen fragmentos de mayor tamafio
molecular en las diferentes fracciones.
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