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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto del tiempo en la obtencion de
vainillina a partir de lignina, mediante un proceso realizado en un reactor de sintesis
asistido con microondas. Para esto, se realizé la oxidacién de lignina de grado técnico,
con el uso de hidroxido de calcio e hidroxido de sodio. Se analizaron tres tiempos
diferentes (1, 2 y 3 horas), cada uno con dos réplicas. El analisis de los resultados
obtenidos se realiz6 mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), a partir
de la cual se pudo determinar la concentracion y el rendimiento de vainillina. Esta
metodologia también fue aplicada a la sintesis de lignina derivada de un proceso Kraft

con cafia guadua (bambu).

Luego del andlisis estadistico de los resultados, se pudo concluir que el tiempo es un
parametro que influyé significativamente en la obtencion de vainillina, y se alcanzé la
mayor concentracion de esta, a las 3 h de reaccion. Esto puede deberse a que la
molécula de lignina fue sometida a condiciones drasticas de pH y temperatura, por un
mayor periodo de tiempo. Ademas, el uso de ondas electromagnéticas para el
calentamiento de la mezcla de reaccién pudo facilitar el fraccionamiento de la molécula
de lignina y la oxidacion de sus monémeros. Los rendimientos obtenidos en este proceso
no fueron tan altos como los rendimientos reportados en trabajos similares, lo cual pudo
deberse a varios factores como el agente oxidante utilizado, el control de la presion de

operacién y la volatilidad del solvente.

PALABRAS CLAVE: cafia guadua, HPLC, lignina, microondas, vainillina, tiempo.
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ABSTRACT

The aim of this research was to study the effect of time in obtaining vanillin from lignin,
through a process carried out in a microwave-assisted synthesis reactor. For this, the
oxidation of technical grade lignin was carried out using calcium hydroxide and sodium
hydroxide. Three different levels were analyzed (1, 2 and 3 hours), each with two
replicates. The analysis of the resulting samples was carried out by high-performance
liquid chromatography (HPLC), from which the concentration and yield of vanillin could be
determined. This methodology was also applied to lignin derived from a Kraft process with

guadua cane (bamboo).

After the statistical analysis of the results, it was possible to conclude that time is a
parameter that significantly influenced on the obtaining of vanillin, and that the higher
concentration was achieved after 3 h of reaction. The reason might be that the lignin
molecule was subjected to drastic pH and temperature conditions for a longer period. In
addition, electromagnetic waves were used to heat the reaction mix, which could facilitate
the fractionation of the lignin molecule and the oxidation of its monomers. The yields
obtained in this process were not as high as the yields reported in similar works, which
could have been produced by several factors such as the oxidizing agent, the control of

the operating pressure and the volatility of the solvent.

KEYWORDS: guadua cane, HPLC, lignin, microwave, vanillin, time.
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1 DESCRIPCION DEL COMPONENTE DESARROLLADO

La industria de papel utiliza como materia prima diferentes especies de plantas, entre los
cuales se encuentran el pino, roble, eucalipto y la cafia guadua. Estos son utilizados
como materia prima en diferentes industrias, por su estructura, la cual esta conformada
por celulosa, hemicelulosa y lignina. Se suele aprovechar principalmente la celulosa y la
hemicelulosa, mientras que la lignina es un subproducto poco deseado puesto que, al
entrar en contacto con la luz se oxida y genera un color café amarillento en el papel (Le6n
y Fuentes, 2012). Por esta razon es separada y normalmente se la suele quemar para
producir energia, lo cual es perjudicial para el medio ambiente porque se generan gases

toxicos y de efecto invernadero (Chavez y Domine, 2013, p. 24).

La lignina es un polimero que conforma la pared celular de todas las plantas vasculares,
su funcién es la conduccion de nutrientes a través del xilema y brindar soporte estructural
a la planta (Lincoln y Zeiger, 2006, pp. 549-550). Estd molécula se encuentra unida
covalentemente con la celulosa y la hemicelulosa, su estructura es compleja puesto que
sus unidades estructurales no suelen ubicarse de manera regular y esto depende
principalmente de la especie, origen y métodos de extraccion. Este polimero esta
constituido por unidades fenilpropanomonoméricas, los cuales son el alcohol p-
cumalirico, el alcohol coniferilico y el alcohol sinapilico. Los mondmeros que conforman a
la lignina tienen gran importancia en la industria petroquimica y alimenticia porque,
dependiendo del proceso de extraccion permiten obtener cresoles, catecoles, acetileno,
etileno y vainillina. Algunos de estos compuestos también pueden ser extraidos del
petréleo; sin embargo, al utilizar la lignina como fuente de materia prima se reduce la

dependencia del petroleo (Chavez y Domine, 2013, pp. 17-18).

La vainillina es una molécula que puede ser obtenida a partir de la lignina y es la
responsable del sabor a vainilla, ha sido ampliamente utilizada en la industria alimenticia
como saborizante y Ultimamente se ha estudiado su potencial como conservante; en
cosmética se la utiliza para perfumeria y en farmacéutica como precursor quimico.
Naturalmente, se la puede extraer de la vaina de la orquidea vainilla; sin embargo, los
procesos de extraccidon son demasiado costosos, debido a los bajos rendimientos, y no
logran cubrir los requerimientos del mercado, por lo cual se ha estudiado la posibilidad de
obtener estd molécula de manera sintética (Shakeri, Maghsodlou y Ghasemian, 2013).
Hoy en dia el 85% de vainillina que se encuentra en el mercado es producida a partir del

guayacol, el cual es un compuesto organico que puede ser obtenido de manera natural a



partir del guayacan (Guaiacum officinale) o también a partir de benceno y propileno,
siendo este Ultimo el método mas utilizado, pero depende de la industria petroquimica
(Montafiez, 2020, pp. 15-16). Otro método que puede ser utilizado para la obtencién de
vainillina, es la oxidacion controlada de lignina, dado que se utiliza un subproducto de la
industria del papel, resulta ser un método sostenible y ecoamigable (Aradjo, Grande y
Rodriguez, 2010, p. 1).

En el presente proyecto se propone estudiar el efecto del tiempo en la obtencién de
vainillina a partir de lignina, a través de un proceso que serd llevado a cabo en un reactor
de sintesis asistido con microondas; la temperatura empleada serd de 170 °C y se
analizaran los resultados obtenidos con tres tiempos distintos. Se realizaran dos
repeticiones para cada tiempo y se analizara en que tiempo se obtiene el mayor

rendimiento de vainillina.

1.1 Objetivo general

e Estudiar el efecto del tiempo sobre la obtencion de vainillina a partir de lignina

mediante un proceso asistido con microondas.

1.2 Objetivos especificos

1. Definir un proceso base para la obtencién de vainillina a partir de lignina en un reactor
de sintesis asistida con microondas.

2. Determinar el tiempo con el cual se consigue mayor rendimiento en la obtenciéon de
vainillina.

3. Aplicar el tratamiento seleccionado para la obtencion de vainillina a partir de un licor

negro obtenido mediante el proceso Kraft con bambda.

1.3 Alcance

Se determinara el efecto del tiempo en la obtencion de vainillina, mediante un proceso en
un reactor de sintesis asistido con microondas. Se analizaran tres tiempos diferentes con
dos repeticiones cada uno (n=3), estos tiempos seran de 1, 2y 3 h. Para esto, se aplicara

la metodologia descrita por Moya et al. (1995), en la cual se utiliza hidroxido de sodio



(NaOH), hidréxido de calcio (Ca(OH),) y lignina. Las muestras serdn sometidas a 170 °C
durante los tiempos antes mencionados en el reactor, luego se realizara la acidificaciéon y
extraccioén liquido-liquido con é&cido clorhidrico (HCI) 6N y cloroformo, respectivamente.
Con el fin de cuantificar la cantidad de vainillina extraida, se utilizar4 cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC), segun la metodologia descrita por (Siti, Suharso y
Buchari, 2004)

El proceso antes descrito es un disefio completamente aleatorio (DCA), en el cual se
presenta como variable de disefio el tiempo y como respuesta la cantidad de vainillina
producida. Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos se utilizara el programa
Statgraphics Centurion XVIII, mediante un ANOVA y una prueba de rangos mdltiples con

el método de Fisher o LSD, con el 95 % de confianza.

Finalmente, luego de identificar el tratamiento con el que se alcanza el mayor
rendimiento, se aplicard el mismo a la produccidon de vainillina a partir de la lignina
extraida de astillas de bambu. Para la obtencién de la lignina se empleara la metodologia

descrita por Martinez, Rodriguez y Diaz (2011).

1.4 Marco teorico

1.4.1 Cafiaguadua

La cafia guadua (Guadua angustifolia K) es una graminea perteneciente a la familia de
las Poaceaes, es originaria de América del sur, especificamente de Ecuador, Pera y
Colombia, se caracteriza por ser una planta alta, lefiosa, perenne y con buena capacidad
de regeneracion. Este bambu puede crecer entre los 0 y 1 500 msnm en zonas tropicales
y himedas (Arias, Saile, Moreno y Capera, 2004, p. 32). En Ecuador se los puede
encontrar de manera natural junto a orillas de rios, aunque también existen cultivos de
este bambu, los cuales se encuentran principalmente en las provincias de El Oro,
Guayas, Los Rios, Manabi, Santo Domingo y Pichincha (Balseca, Sol6rzano y
Bustamante, 2017, p. 582).

1.4.1.1 Morfologiay composicion interna

Morfolégicamente, estd compuesta por las siguientes partes: rizoma que es la estructura

de soporte de la planta y esta conformada por; cuello, yemas y raices adventicias las



cuales permiten la absorcién de agua y nutrientes; culmo o tallo el cual constituye la parte
aérea de la planta, es cilindrico con partes internas huecas que estan divididos por
diferentes nudos y entrenudos; yemas, estas se localizan en cada nudo y pueden tener
funciones tanto vegetativas como reproductivas, ademas permiten la formacion de ramas
y follaje; hojas caulinares, las cuales pueden ser tenaces o fragiles; inflorescencia que es
en forma de raquis; y no se ha podido observar frutos debido a su esporadica floracion
(Arias, Saile, Moreno y Capera, 2004, pp. 20-29).

Tabla 1. Composicion quimica del bambu

Componente | Celulosa Hemicelulosa Lignina Pectina Otros
Porcentaje 48,2-73,8 12,5-73,3 10,2-21,4 0,37 2,37
Tomado de: (Quintero et al., 2019, p. 158)

Los culmos del bambu estan formados principalmente por celulosa, hemicelulosa y
lignina, polimeros que se encuentran unidos covalentemente y que forman la pared
celular; ademas, este bambu contiene otros compuestos como resinas, ceras, taninos,
alcoholes, grasas, gomas y pectina, que se encuentran en menor proporcion (Chiluiza y

Hernandez, 2009). La composicion quimica del bambu se muestra en la Tabla 1.

1.4.1.2 Principales usos

La parte que mas se utiliza de la cafa guadua es el culmo y dependera del estado de
madurez que presente para su aprovechamiento. En algunos paises asiaticos los brotes
son utilizados para la preparacion de encurtidos, bebidas y fermentos. En América Latina,
los culmos jévenes se usan para la fabricacién de artesanias y los culmos maduros son
utilizados por la industria de la construccion, en donde se han convertido en un material
muy cotizado para la elaboracion de viviendas, pisos y artesanias. En la industria textil, el
bamb( se utiliza para la produccion de telas con propiedades antimicrobianas; y en la
industria papelera puede ser utilizada para la elaboracion de papel o también para extraer
compuestos organicos de interés industrial (Arias, Saile, Moreno y Capera, 2004, pp. 22-
23).

1.4.2 Laindustria papelera

El biopolimero basico para la elaboracion del papel es la celulosa y la principal fuente de

esta macromolécula es la pared celular de las plantas; por ello, la industria de papel suele



utilizar como materia prima diferentes especies de arboles entre los cuales se encuentran
el eucalipto, pino y algunos arbustos, los cuales se caracterizan por tener fibras
maderables cortas y largas (Popo Amu, 2015, p. 88). Sin embargo, no solo los arboles
pueden ser utilizados como fuente de celulosa, ya que esta macromolécula se puede
encontrar en diferentes pastos, bambules, cafiamos, arbustos y subproductos
agroindustriales como cascaras de pifia, banano y fibra de coco (Chiluiza y Hernandez,
2009, p. 49).

Un paso intermedio en la fabricacion de papel es la elaboracion de la pulpa de celulosa,
la cual puede ser obtenida mediante diferentes procesos mecénicos, quimicos y
semiguimicos, estos tienen como objetivo separar la celulosa de la lignina (Chiluiza y
Hernandez, 2009, p. 54). La lignina es un compuesto de desecho en esta industria,
puesto que, al entrar en contacto con la luz, se oxida y genera un color café amarillento

en el papel, lo cual es indeseado (Ledn y Fuentes, 2012, p. 3).

La principal industria que permite la obtencién de lignina es la papelera. Segun estudios
realizados por el Instituto Internacional de Lignina, se producen alrededor de 40 a 50
millones de toneladas de lignina y solamente el 1,5 % de esta es aprovechada para la
obtencion de productos de interés industrial (Hamidreza y Fan, 2013, p. 2). El otro 98,5 %
es desechado o quemado para producir energia; este Ultimo uso que se le da a este
subproducto, es nocivo y peligroso para el medio ambiente, puesto que se generan gases

téxicos y de efecto invernadero (Chavez y Domine, 2013, pp. 24).

1.4.3 Lignina

La lignina es uno de los polimeros mas abundantes en el planeta, puesto que se
encuentra de manera natural en la pared celular de las plantas. Esta molécula se
encuentra unida a la celulosa y hemicelulosa mediante enlaces covalentes y puentes de
hidrogeno (Chiluiza y Hernandez, 2009). Presenta diferentes funciones dentro de la
planta, las cuales incluyen la conduccion de agua y nutrientes a través del xilema, la
proteccion de la planta en caso de contaminacion por patégenos, el fortalecimiento de
tallos y tejidos vasculares, y la provision de rigidez y soporte (Taiz y Eduardo, 2006, pp.
549-550). En la Figura 1 se muestra la ubicacion de los tres polimeros principales que

forman la pared celular de las plantas.



Lignina
Hemicelulosa
Celulosa

Figura 1. Ubicacion de la celulosa, hemicelulosa y lignina dentro de la pared celular
(Hamidreza y Fan, 2013, p. 3)

1.4.3.1 Estructura

La lignina es un polimero hidréfobo, con alto peso molecular y de estructura compleja,
que se encuentra formado por unidades fenilpropanomonoméricas; las principales
unidades son el alcohol p-cumalirico, el alcohol coniferilico y el alcohol sinapilico. Estas
unidades se encuentran ubicadas de manera irregular y su ubicacion dependera de la
especie, origen y métodos de extraccion (Chavez y Domine, 2013, p. 17). En la Figura 2

se muestra la estructura molecular de las unidades fenilpropanomonoméricas.

OH OH OH
p Z 7
HaCO HyCO OCH,
OH OH OH

Alcohol p-cumarilico Alcohol coniferilico Alcohol Sinapilico

Figura 2. Estructura molecular de los monémeros que conforman a la lignina
(NuRez, 2008, p. 66)



El principal monémero que se encuentra en el bambu( es el alcohol coniferilico, mientras
gue en maderas duras como el roble, las principales unidades que conforman la lignina
son los alcoholes coniferilico y sinapilico (Chavez y Domine, 2013, p. 18); estos
monolignoles presentan caracteristicas aromaticas y pueden estar unidos a una gran
variedad de enlaces éter y carbono-carbono, es mas, del 40 al 60 % de enlaces que

forman la estructura de la lignina, son enlaces éter (Hamidreza y Fan, 2013, p. 2).

1.4.3.2 Usos potenciales

La lignina es un recurso renovable que puede ser obtenido como subproducto de la
industria papelera, por lo que es importante su uso como materia prima para la
elaboracion de productos de interés industrial (Chavez y Domine, 2013). Algunos de los
productos que se pueden obtener a partir de este polimero son: hidrocarburos, etileno,

fenoles, catecoles, fibra de carbono y vainillina (Holladay, Bozell, White y Johson, 2007).

1.4.4 Vainillina

1.4.4.1 Estructura

La vainillina es un compuesto organico cuya estructura quimica incluye un benceno, el
cual es un anillo aromatico de seis atomos de carbono; este anillo se encuentra unido a
tres grupos funcionales: un grupo aldehido, un metoxilo y un hidroxilo. El nombre IUPAC
de este compuesto es 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (Bravo, Gémez y Bonilla, 2020, p.

27). En la Figura 3 se muestra la estructura molecular de la vainillina.

CHO

OMe
OH

Figura 3. Estructura molecular de la vainillina
(Bravo, Gomez y Bonilla, 2020, p. 27)



1.4.4.2 Métodos de extraccidn

e Produccidn de vainillina a partir de la vainilla

La principal fuente que permite la extraccion de vainillina es la orquidea vainilla (Vainilla
planifolia). Los primeros usos que se reportan de la vainilla datan de los afios 1427 a
1440, durante la conquista del imperio Totonaca, en donde se extraia vainillina con

diferentes propdsitos medicinales (Bravo, Gomez y Bonilla, 2020).

Hoy en dia se ha reducido este método de extraccién debido a algunos factores; por
ejemplo, esta orquidea tiene un bajo porcentaje de autopolinizacién, lo cual conlleva a
realizar polinizaciones manuales, las cuales son costosas y demoradas; ademas, una vez
que se ha realizado la polinizacién, se necesita de ocho a nueve meses para que los

frutos puedan ser cosechados (Bravo, Gomez y Bonilla, 2020).

Otra de las desventajas mas importantes que se tienen con este proceso, son los bajos
rendimientos, por ello es que su extraccion solo cubre el 0,2 % de los requerimientos del
mercado. En consecuencia, se han estudiado otros métodos de extraccion que permitan

obtener un mayor rendimiento (Shakeri, Maghsodlou y Ghasemian, 2013, p. 1).

e Produccién de vainillina a partir del guayacol

Para llevar a cabo este método de extraccion se puede partir desde compuestos fenélicos
o desde el guayacol. Para el primer caso, se hace reaccionar un compuesto fendélico con
perdxido de hidrogeno en un medio &cido; esto permitira la formacion de catecol. Una vez
formado este compuesto, es necesario generar el guayacol, lo cual es posible mediante
la metoxilacion del catecol. Finalmente, se realiza una condensacién aldélica y oxidacién
del guayacol en presencia de acido glioxilico y acido mandélico, respectivamente, para

asi obtener como producto final vainillina (Solvay, 2014).

e Produccién de vainillina por el método ONCB

El proceso denominado orto-nitro-cloro-benceno, de ahi sus siglas, utiliza como materia
prima benceno, compuesto derivado del petréleo. Como primer paso se tiene la cloracion
y nitrificacion del benceno en medios acidos, para obtener un compuesto con disposicion

orto, el cual pasa por un proceso de metoxilacion para sustituir el cloro, de reduccién del



grupo nitro para formar orto anisidina y de diazotacién, que permite producir un
compuesto metoxi fendlico (guayacol), el cual, mediante una condensacion aldélica,

genera vainillina (Bravo, Gémez y Bonilla, 2020, p. 28).

Este proceso es muy utilizado a nivel industrial; alrededor del 90 % de la vainillina que se
encuentra en el mercado es obtenido mediante derivados del benceno (Bravo, Gomez y
Bonilla, 2020, p. 28). Sin embargo, hoy en dia se tiene como obijetivo disminuir el uso de
compuestos generados a partir del petréleo y buscar fuentes mas sostenibles y eco

amigables, como por ejemplo el uso de subproductos agroindustriales.

e Oxidacion de lignina para producir vainillina

Es un proceso que involucra el uso de lignina Kraft, que es un subproducto de la industria
del papel. Para producir vainillina a partir de lignina es necesario un proceso de oxidacién
gue se da en condiciones alcalinas, a altas temperaturas y presiones; estas condiciones
permiten dividir la molécula de lignina en fragmentos mas pequefios que puedan ser
oxidados para la obtencion de vainillina. Estas divisiones se pueden llevar a cabo
mediante la ruptura de enlaces éter y de enlaces carbono — carbono, las cuales pueden
permitir la formacion de radicales fenoxilo, meturo de quinona, alcohol coniferilico vy,
finalmente, de vainillina, la cual se produce mediante la division retroalddlica del grupo
aldehido (Borgees da Silva, y otros, 2009, p. 1 279). En la Figura 4, se muestra un

esquema de la reaccion de oxidacion de la lignina.

CHO CHO
(IZH: (I:Hz
H—(I:—so3H H—(':—OH CHO
NaOH Oxidacion
— —_— + CH4;CHO
OCH; H0 OCHs OCHa
OH OH OH

Figura 4. Esquema de la reaccién de oxidacion de la lignina para la obtencién de
vainillina
(Vasquez, 2018, p. 38)



Al ser la lignina una molécula muy compleja, es dificil establecer un solo mecanismo de
reaccion, puesto que la oxidacion de la lignina en presencia de oxigeno esta relacionada
con hidrélisis alcalinas y la produccion de otros aldehidos aromaticos, los cuales son
productos intermedios que pueden reaccionar con la vainillina y generar su degradacion
(Borgees da Silva et al., 2009, p. 1 279). Por tal razén se ha estudiado la posibilidad de
utilizar otros agentes oxidantes como por ejemplo el hidréxido de calcio (Ca(OH),), sulfato
de cobre (II) (CuSQOa4) y nitrobenceno (CsHsNO>), y se ha tenido como resultado que el
hidréxido de calcio es el mejor agente oxidante en comparacion con el sulfato de cobre y
el nitrobenceno, los cuales requieren de procesos de purificacion complejos que limitan

su uso (Moya, Duran, Sibaja y Vega, 1995, p. 29).

Para este proceso se pueden utilizar diferentes fuentes de calor, como por ejemplo
reactores, o también se pueden realizar sintesis asistidas con microondas, las cuales
permiten alcanzar altas temperaturas y presiones que son requisitos indispensables para
la obtencidn de vainillina. Luego de la obtencion de la vainillina se pueden realizar varios
métodos analiticos que permiten conocer el rendimiento del proceso, como, por ejemplo;
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (Moya, Duran, Sibaja y Vega, 1995, p.
28).

Una de las ventajas de este método de produccion de vainillina, es que es un método
sostenible, puesto que utiliza subproductos de la industria papelera, lo cual ayuda a
reducir la generacion de desechos y permite darle un valor agregado a un subproducto
gue, por sus caracteristicas de alta alcalinidad, es utilizado para la produccion de energia,

lo cual genera gases toxicos y de efecto invernadero (Araujo, Grande y Rodrigues, 2010,
p. 1).

e Principales usos

El principal uso que tiene este compuesto organico es como aditivo en la industria
alimentaria, ya que ha sido ampliamente utilizado para darle sabor y aroma a diferentes
alimentos; ademas, se ha estudiado su potencial como conservante, antioxidante y como
agente antiinflamatorio (Shakeri, Maghsodlou y Ghasemian, 2013, p. 1). Otros usos que
se dan a este compuesto son en la industria farmacéutica como precursor quimico vy,
debido al aroma caracteristico que presenta, también es utilizado en perfumeria,
cosmética y en la elaboracion de productos de limpieza (Shakeri, Maghsodlou y
Ghasemian, 2013, p. 1)
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1.4.5 Microondas

Es un tipo de radiacion no ionizante que presenta un campo eléctrico y magnético con
disposicién perpendicular entre si; se caracteriza por transmitir energia en forma de
ondas gue se propagan a través del espacio. La velocidad de propagacion esta dada por
el producto obtenido entre la longitud de onda y la frecuencia, las cuales dependen de la
composicion del medio y de la fuente, respectivamente (Menéndez y Moreno, 2017, p. 4).

Para el calentamiento por microondas se suele utilizar frecuencias entre los 0,3 y los 300
GHz, lo que permite que la onda tenga movimientos sinusoidales, es decir, que cambie
de polaridad (Salomén et al.,, 2013, p. 19). Las moléculas polares y con cargas, al
someterse a radiaciones electromagnéticas, suelen acoplarse a la polaridad del campo
eléctrico, generando vibraciones y rotaciones que producen calor; este proceso se
conoce como calentamiento por polarizacion dipolar, en el caso de moléculas polares, y

conduccidn idénica, en sustancias iénicas (Menéndez y Moreno, 2017, p. 5).

Uno de los aspectos en los cuales se diferencia este método de calentamiento de los
métodos tradicionales, es que transmite energia directamente a las moléculas que son
capaces de interactuar con las microondas, por lo tanto, el calentamiento se produce
desde el interior del cuerpo hacia el exterior; ademas, no se produce un gradiente de

temperatura, el cual es muy comuan en otros mecanismos de calentamiento.

En la Figura 5 se muestran las diferencias entre el calentamiento por microondas y el

calentamiento convencional.

Fuente de calor Microondas

N <

| IS
Calentamiento convencional Calentamiento por microondas

Figura 5. Diferencias entre calentamiento convencional y microondas

(Menéndez y Moreno, 2017, p. 7)
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e Sintesis asistida por microondas

Este proceso consiste en calentar el disolvente que contiene a la matriz que permitira
extraer el componente de interés. Los dipolos presentes en el medio rotan para alinearse
a la polaridad del campo eléctrico generando friccion y por lo tanto el aumento de la
temperatura; esto permite que la matriz se fracture y el disolvente llegue al compuesto de
interés con mayor facilidad. Es importante conocer la interaccion de los componentes en
la muestra con la radiacion electromagnética, ya que si la matriz contiene compuestos
polares puede calentarse primero y los compuestos de interés se solubilizarian en un

medio frio, lo cual podria ser perjudicial (Menéndez y Moreno, 2017, pp. 267-268).

Este método de extraccion tiene ventajas como, necesitar menos tiempo de operacion,
tener alta reproducibilidad, requerir menores volimenes de muestra y ser mas amigables
con el ambiente, ya que se reduce el consumo de energia (Menéndez y Moreno, 2017, p.
269).

1.4.6 Cromatografia liguida de alto rendimiento (HPLC)

Es un método analitico ampliamente utilizado a nivel mundial en andlisis de alimentos,
guimica analitica y medicina, que permite la division y andlisis de componentes quimicos
gue se encuentran en una mezcla compleja (Suarez y Morales, 2018, p. 2). Esta técnica
consiste en hacer bombear una solucién a través de una tuberia capilar de volumen
conocido, la cual presenta una fase estacionaria que puede ser liquida o sdlida (porosa) y
una fase movil; esta ultima fase tiene como funcion arrastrar la mezcla a analizar a través

de la fase estacionaria (Zumbado Férnandez, 2021, p. 207).

La separacion de los componentes se realiza en funcion de su afinidad con la fase mévil
y estacionaria. Las principales fuerzas que actian en esta etapa son; fuerzas de
dispersién, interacciones dipolo — dipolo, presencia de puentes de hidrogeno,
interacciones dieléctricas y electrostaticas (Suarez y Morales, 2018, p. 2). Mientras mayor
sea la afinidad de los componentes con la fase estacionaria, su velocidad de flujo
disminuira y los componentes con menor afinidad fluirdn a mayor velocidad (Suarez y
Morales, 2018, p. 2). La columna en la cual se realiza la separacion de componentes se
encuentra conectada a un detector, el cual genera una sefial transmitida a un
potencidmetro y forma el cromatograma esperado (Zumbado Férnandez, 2021, pp. 207-
208).
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Se debe tomar en cuenta que se utilizan altas presiones y la separacién de componentes
estara definida por el tamafio de particula y afinidad de los componentes con las fases.
Este método de analisis no destructivo presenta un amplio rango de aplicabilidad, es facil
de manejar, y presenta alta reproducibilidad y precisién en los resultados obtenidos
(Suarez y Morales, 2018, p. 2).

Principales componentes de la HPLC

e Fase movil

Esta fase puede estar formada por un solvente o solucién; el uso de esta fase dependera
de la muestra a analizar y de la compatibilidad que presente con el detector. Debido a
esto, entre las propiedades fisicas que se deben tomar en cuenta a la hora de seleccionar
la fase movil se encuentran: el indice de refraccibn en caso de trabajar con un
refractbmetro como detector, la absorciébn ultravioleta al trabajar con un
espectrofotdmetro UV, la viscosidad, que es determinante en el flujo de la fase mévil, y la
polaridad (Zumbado Férnandez, 2021, p. 209).

e Fase estacionaria

Esta fase permite la separacién de componentes y esta formada por geles porosos que
se encuentran pegados a las paredes internas de la columna. En la actualidad existen
diferentes geles que pueden ser utilizados, por ejemplo; geles inorganicos como el de
silice, gel de silice modificado y los geles formados a partir de material polimérico. Uno de
los factores que se deben tomar en cuenta para su eleccién, es el tamafio de particula,
puesto que, mientras menor sea este, mas eficiente serd el proceso (Zumbado
Férnandez, 2021, p. 219).

e Detectores
Los detectores son los instrumentos que recibirdn la muestra a la salida de la columna y
generaran el cromatograma. Los detectores que pueden ser utilizados son: refractémetro,

espectrofotémetro UV, detector electroquimico, de fluorescencia y de conductividad
(Zumbado Férnandez, 2021, p. 207).
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2 METODOLOGIA

La metodologia utilizada para la obtencion de vainillina a partir de lignina fue la descrita
por Moya et al. (1995) y Martinez et al. (2011). El trabajo experimental realizado fue de
un disefio completamente aleatorio (DCA); la variable de disefio fue el tiempo, el cual se
evaluo en niveles de 1, 2 y 3 horas, en cada caso con dos réplicas (n=3), y la variable de

respuesta fue la concentracion de vainillina obtenida.

2.1 Obtencion de vainillina a partir de lignina sintética

2.1.1 Oxidacion de lignina sintética

Para la preparacion de la muestra, se pesaron 0,5 g de lignina Kraft, marca Sigma
Aldrich, en una balanza analitica (marca Denver Instrument, precisién 0,1 mg). La lignina
fue disuelta en 10 mL (NaOH) 0,5 M y se agitd la muestra durante 5 min en una plancha
de agitacion VWR vy, luego de este tiempo, se colocaron 0,5 g de Ca(OH).. Una vez que
se obtuvo una mezcla homogénea, se calenté a 170 °C durante 1 h, en un reactor
asistido con microondas (Biotage). Se siguié la misma metodologia para los siguientes

tratamientos, en los cuales se varié Unicamente el tiempo de reaccion.

2.1.2 Acidificacién de la muestra

Luego del proceso de oxidacion, se dejo enfriar la muestra hasta llegar a temperatura
ambiente (19 °C, aproximadamente), se procedié a acidificar con acido clorhidrico (HCI) 6
N, hasta obtener un pH igual a 2. El control del pH se realiz6 con el uso de un

potenciometro Hanna Instrument Hi-3220.

2.1.3 Extraccion de vainillina

Luego de acidificar la muestra, se procedié a realizar una extraccién liquido-liquido con
cloroformo; se realizaron 4 extracciones con 20 mL del solvente organico, cada 10 min y

con ayuda de un embudo de decantaciébn de 100 mL. A continuacién, se procedié a

retirar, almacenar y sellar el recipiente con la fase orgénica para su posterior analisis.
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2.1.4 Analisis por HPLC

Para el andlisis de los resultados obtenidos, se utilizd cromatografia liquida de alto
rendimiento, segln la metodologia descrita por Siti et al. (2004) y Bravo et al. (2020). Se
utilizé6 como fase estacionaria una columna C18 y como fase movil una solucion de acido
féormico al 0,1 % (v/v) y metanol HPLC en una proporcion 30:70. La temperatura de las
muestras fue de 40 °C, con un flujo de 1 mL/min y la longitud de onda utilizada para el
detector fue de 280 nm. El equipo utilizado para este analisis fue un cromatégrafo marca

Agilent Technologies 1120 Compact LC.

Para cuantificar el material sintetizado se elabor6 una curva de calibracion, para lo cual
se disolvieron 0,03 g de vainillina (Sigma Aldrich Chemie) en 100 mL de metanol grado
HPLC, para obtener una solucién madre de vainillina de 300 ppm. A partir de esta, se
prepararon doce soluciones diluciones cuyas concentraciones fueron de 20, 24, 28, 32,
36, 40, 44, 48, 52, 56, 60 y 64 ppm. Una vez obtenidos los resultados de cromatografia,
se realiz6 una regresion lineal para obtener la ecuacién de la recta y el coeficiente de

determinacion R2.
2.1.5 Analisis estadistico de los resultados

Se realizd un andlisis estadistico con el objetivo de seleccionar el tiempo con el cual se
logr6 obtener la mayor concentracion de vainillina. Para esto se utilizé el programa
Statgraphics Centurion XVIII, en el cual se realizd un analisis de varianza (ANOVA),
seguido de una prueba de rangos multiples y con el método de Fisher o LSD, con un nivel

de confianza del 95 %.

2.2 Obtencion de vainillina a partir de un licor negro obtenido

mediante el proceso Kraft con cafia guadua

2.2.1 Obtencidn de licor negro a partir de la cafia guadua

El proceso de digestion se realizd en un reactor batch, marca M/K Systems de 2 L de
capacidad, en el cual se colocaron 100 g de astillas de cafa guadua de 1 cm de longitud,
con 2 L de una solucién 1,06 M de NaOH. Se acondicioné la muestra por 12 min a 90 °C,

luego, se realizé el proceso de deslignificacion a 160 °C durante 1 h. Una vez transcurrido
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este tiempo, se dejé enfriar la muestra y se procedié a separar la pasta de celulosa
contenida en la canastilla metalica, del licor negro sobrante. Este proceso fue realizado

en el Laboratorio de Pulpa y Papel de la Escuela Politécnica Nacional.

2.2.2 Obtencidén de la pasta de lignina a partir del licor negro

El licor negro obtenido a partir del proceso Kraft fue acidificado con una solucion 2N de
acido sulfarico (H2S0.), hasta obtener un pH final igual a 2. La lignina presente en la
muestra precipité y fue separada con el uso de papel filtro, para obtener una pasta de
lignina, la cual fue lavada por tres ocasiones con agua destilada a 30 °C. Finalmente la

pasta resultante fue pesada y envasada para su posterior uso.

2.2.3 Obtencion de vainillina a partir de la pasta de lignina

Para la obtencién de vainillina a partir de la pasta de lignina, se siguié la misma
metodologia descrita anteriormente, con el tiempo de reaccion seleccionado luego del

analisis estadistico. Se realizé una réplica (n=2) y las muestras obtenidas fueron

analizadas mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.
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3 RESULTADOS, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

3.1 Identificacién de vainillina en las muestras obtenidas

Los extractos de vainillina generados luego de aplicar la metodologia antes descrita,
fueron soluciones liquidas, homogéneas y de color amarillo claro. El olor que
predominaba en las muestras obtenidas, fue un olor dulce y agradable, esto pudo
deberse tanto a la presencia de vainillina, como también a la presencia del cloroformo, el
cual presenta este olor caracteristico y se encontraba en mayor porcentaje en las
muestras obtenidas (ATSDR, 1997).

El andlisis de las muestras obtenidas se realiz6 a través de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC). Para la construccion de la curva de calibracién se analizaron doce
diluciones de vainillina a partir de una solucidn estandar; esto permitié determinar el
tiempo de retencién (tr), el cual corresponde al tiempo transcurrido entre la inyeccion de
la muestra, hasta la elucion de la concentracion maxima del componente a analizar
(Volonté y Quiroga, 2013, p. 83). Para la vainillina este tiempo fue en promedio de 1,
7162 min, el cromatograma para cada una de las soluciones estandar se muestra en el

Anexo 1.

Al analizar los cromatogramas obtenidos para cada uno de los tratamientos analizados,
se pudo verificar la presencia de vainillina, puesto que, en el tiempo antes mencionado,
se observaron picos simétricos, con crestas bien definidas y que no se superpusieron
entre si. En la base de los picos obtenidos, se muestran otras sefiales con menor altura,
lo cual puede ser producido por la presencia de otros compuestos generados durante la

oxidacion de la lignina, pero que se encuentran en menor proporcion.

Los cromatogramas obtenidos para los tratamientos de 1, 2 y 3 h de oxidacién, en el

reactor de sintesis asistido con microondas, se muestran en la Figura 6, 7 y 8.
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Figura 8. Resultados obtenidos en el tratamiento de 3 h a 170 °C

3.2 Efecto del tiempo de reaccidn en la obtencion de vainillina

La cuantificacion de la concentracion de vainilina obtenida en cada uno de los

tratamientos, se realiz6 mediante una curva de calibracién, de la que se obtuvo la
ecuacion de la recta que se presenta en la Figura 9, y un coeficiente de determinacion
(R?) de 0,9988. Este indica que existe una dependencia lineal, entre las mili-Unidades de
Absorbancia m(AU) y la concentracién de las soluciones (ppm).

A partir de la ecuacién de la recta, se pudo determinar la concentracién de vainillina
obtenida en cada uno de los tratamientos. En la Tabla 2, se muestra la concentracion y el

resumen estadistico de las muestras analizadas. En la Tabla 3, se presenta el ANOVA
obtenido del analisis en el programa Statgraphics.
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Figura 9. Curva de calibracion utilizada para determinar la concentracion de vainillina

presente en cada una de las muestras obtenidas.

Tabla 2. Resumen estadistico de la concentraciéon de vainillina obtenida, en funciéon del

tiempo
Tiempo Concentracion promedio Desviacion Coeficiente de
(h) (ppm) estandar variacion
1 36,679 5,899 16,083 %
2 45,383 2,743 6,043 %
3 55,018 4,823 8,766 %

Tabla 3. ANOVA del efecto del tiempo sobre la concentracion de vainillina obtenida

Fuente Suma de cuadrados| Gl | Cuadrado medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 504,876 252,438 11,55 0,0088
Intra grupos 131,163 21,8605
Total (Corr.) 636,039

Al analizar el ANOVA, se pudo determinar que el tiempo es un parametro que influye

significativamente en el proceso de obtencion de vainillina, con un 95 % de confianza. En

otras palabras, existen diferencias significativas entre las concentraciones de vainillina

obtenidas a diferentes tiempos. Por ello, se realiz6 la prueba de rangos mudltiples, con el

método de Fisher. En la Figura 10 se presenta el grafico de medias correspondiente.
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Figura 10. Efecto del tiempo sobre la concentracién de vainillina obtenida (LSD, 95 % de

confianza)

El tiempo de reaccién con el cual se obtuvo la mayor concentracion de vainillina fue el de
3 h. Esto significa que, mientras la lignina se encontraba sometida a las condiciones
oxidantes del experimento, con un pH alcalino, alta presién y temperatura, la produccion

de vainillina continué ocurriendo pasadas las 2 h de reaccion.

El uso de ondas electromagnéticas por un tiempo prolongado pudo mejorar el
calentamiento del medio utilizado, permitiendo una mejor interaccién entre el agente
oxidante y la molécula de lignina (Menéndez y Moreno, 2017, p. 268). Esta prolongada
exposicién de la molécula de lignina a condiciones drasticas probablemente facilité la
ruptura de enlaces éter y carbono — carbono, generando asi un ambiente adecuado para
la oxidacion de sus monomeros, los cuales dan lugar a la vainillina (Lebo, y otros, 2001).
Moya et al. (1995) investigaron el efecto del tiempo de reaccién en la obtencion de
vainillina y encontraron que la concentracién de vainillina aumentaba con el tiempo de
oxidacion, alcanzando una concentracion méxima a las 3 h de reaccién, aunque no

emplearon microondas.

En el estudio realizado por Fargues, Mathias y Rodrigues (1996), se obtuvieron
rendimientos de vainillina entre el 1 al 10 %; sin embargo, en el presente trabajo se
obtuvo un rendimiento méximo de 0,88 %. Esta diferencia puede deberse a factores
como una ausencia de control de la presion durante la reaccion, puesto que, segun lo
descrito por los autores, la presion de operacién es un factor que influye en la obtencion
de vainillina. Ademas, el agente oxidante utilizado en el estudio de Fargues, Mathias y

Rodrigues fue el oxigeno, con el cual, a través del control de su presién, se puede
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incrementar la velocidad de oxidacién de la vainillina y, por lo tanto, obtener mejores

rendimientos (Fache, Boutevin y Cailloil, 2015, p. 8).

Otro factor que pudo influir en el bajo rendimiento obtenido es la volatilidad de los
reactivos y solventes involucrados en el proceso. Este es el caso del cloroformo, el cual
es un solvente organico, altamente volatil (ROTH, 2022) que pudo facilitar la volatilizacion
de la vainillina durante los procesos de extracciéon y almacenamiento de las muestras
hasta el analisis en el HPLC. Ademas, debido a la complejidad en cuanto a la
composicion de las soluciones obtenidas, no se logré separar completamente la fase

organica de la fase acuosa, por lo que hubo restos de vainillina sin cuantificar.

3.3 Obtencion de vainillina a partir de un licor negro derivado de

un proceso Kraft con bambu

Una vez seleccionado el tiempo que permitié obtener el mayor rendimiento de vainillina,
el tratamiento correspondiente fue aplicado a una pasta de lignina, obtenida mediante la
acidificacion de un licor negro derivado de un proceso Kraft, en el cual se utilizaron

astillas de cafia guadua como materia prima.

En la Figura 11 se presenta el cromatograma obtenido luego de aplicar el tratamiento de
3 h de reaccién a 170 °C, en el reactor. Como se puede observar, la maxima sefal
alcanzada corresponde a un tiempo de retencion de 1,714 min, lo cual confirma la
presencia de vainillina en las muestras obtenidas. Ademas, en el cromatograma obtenido,
se observan otros picos de menor tamafio, los cuales podrian corresponder a
subproductos tales como; siringaldehido, p—hidroxibenzaldehido, acido vanilico y otras
impurezas generadas durante la oxidacion de la lignina (Mathias, Lopretti y Rodrigues,
1995, pp. 225-234).
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Figura 11. Cromatograma obtenido sintesis de vainillina a partir de un licor negro

derivado de un proceso Kraft con bambu

La concentracién de vainillina recuperada, a partir de 0,5 g de lignina de bambu, fue de

39,455 ppm. Con estos valores se pudo determinar los rendimientos del proceso, cuyos

resultados se muestran en la Tabla 4.

El rendimiento global se refiere a la cantidad de cafia guadua empleada para producir los
0,5 g lignina. Es importante mencionar que los rendimientos alcanzados solamente se

encuentran en funcion de la cantidad de vainillina generada. El ejemplo de céalculo del

rendimiento especifico y global se presenta en el Anexo 2.

2,2

2,4

F-20

Tabla 4. Rendimientos obtenidos en la oxidacion de vainillina, a partir de un licor negro

derivado de un proceso Kraft con bamb

Rendimiento especifico (%)

Rendimiento global (%)

0,631

0,157

mAU

En estudios realizados por Martinez et al., (2011), se logra obtener un rendimiento global

del 0,0159 %. Esta diferencia de rendimientos pudo deberse a que en el presente trabajo

se utilizan ondas electromagnéticas como fuente de calentamiento, las cuales pudieron

favorecer a los procesos de hidrdlisis y de oxidacion, de una manera mas selectiva, con
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respecto a un calentamiento convencional (Infante, y otros, 2007). Este calentamiento es
posible gracias a la interaccion de las ondas electromagnéticas, con las moléculas
polares presentes en la muestra, lo que probablemente permiti6 un rapido aumento de

temperatura y, por lo tanto, un mejor fraccionamiento de la molécula de lignina.

A pesar del uso de ondas electromagnéticas, los rendimientos obtenidos siguen siendo
bajos en comparacion con los resultados de otros trabajos, lo cual puede relacionarse
también con la baja pureza de la lignina utilizada, puesto que, en la pasta generada luego
de la acidificacion del licor negro, pudieron estar presentes otros productos del proceso
de digestion de la fibra de bambu (Gonzéalez, Herrera y Rodriguez, 2007, p. 56). Ademas,

la lignina utilizada no pasé por un proceso de secado.

Otro factor importante, que pudo afectar el proceso, es el peso molecular de la lignina
utilizada, segun estudios realizados por Araujo et al. (2010), se obtienen mejores
rendimientos al utilizar lignina con bajo peso molecular, ya que, es mas sencillo escindir
la molécula y oxidar sus fragmentos. Este tipo de lignina proviene principalmente de
plantas gimnospermas, las cuales se caracterizan por ser maderas blandas, mientras que
la cafia guadua, al ser un bambl es una planta angiosperma que posee maderas mas
rigidas, por lo tanto es mas complicado dividir la molécula y oxidar sus monémeros para

obtener vainillina Chavez et al. (2013).

3.4 Conclusiones

Se desarroll6 una metodologia basica para la obtencion de vainillina a partir de lignina, a
través de un proceso de oxidacién con Ca(OH)2, en un reactor con calentamiento por
medio de microondas, y para la extraccion y cuantificacién con HPLC. La construccion de

la curva de calibracion permitié también conocer el tiempo de retencion de la vainillina.

Se pudo determinar, a través de un analisis estadistico, que el tiempo es un factor que
influye significativamente en la obtencién de vainillina, y que la mayor concentracion de
vainillina correspondia a las 3 h de reaccién. Esto puede deberse a que la molécula de
lignina fue sometida por mayor tiempo a condiciones drasticas de pH y temperatura, lo

cual favorecio la division y oxidacion de sus fragmentos.

Los rendimientos obtenidos fueron inferiores a los expuestos en trabajos similares, lo cual

pudo deberse a las diferentes condiciones de operacion utilizadas, puesto que, en otros
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trabajos, se utiliz6 como agente oxidante el oxigeno y se pudo controlar la presion de
operacién, lo cual pudo favorecer la sintesis de vainillina. También, pudieron existir
pérdidas de vainillina en los procesos de extraccidon y almacenamiento, debido a su

volatilidad.

Con el tratamiento seleccionado también se logré obtener vainillina a partir de la lignina
que fue extraida del licor negro resultante de la separacién de la celulosa, a partir de
astillas de cafia guadua. Esto sugiere que el método podria aplicarse para diferentes

materias primas, pero, en cada caso, se podria optimizar las condiciones de operacion.

El uso de las microondas para la produccién de vainillina con el proceso ex-lignina puede
permitir una mejor interaccion de los componentes presentes en la muestra, ya que esta
tecnologia permite aumentar la temperatura del medio en menor tiempo, lo cual facilitaria
el fraccionamiento de la molécula de lignina y, por lo tanto, su oxidacion. Ademas, al

facilitar el calentamiento del medio, puede disminuir el consumo de energia.

3.5 Recomendaciones

Para obtener mejores resultados en la sintesis de vainillina, se recomienda realizar
estudios con otro agente oxidante como nitrobenceno y oxigeno, los cuales, segun

estudios similares, han permitido obtener mejores rendimientos.

Se recomienda tener un mayor control de la presién de operacion utilizada en la reaccién,

para de esta manera generar ambientes mas adecuados para la oxidacion de la lignina.
En la obtencion de lignina a partir de cafia guadua, se recomienda realizar un proceso de

secado luego de la acidificacion del licor negro, esto permitiria determinar de manera mas

certera el rendimiento.
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5 ANEXOS

ANEXO |

CROMATOGRAMAS OBTENIDOS PARA LAS DOCE DILUCIONES REALIZADAS A
PARTIR DE UNA SOLUCION DE VAINILLINA DE 300 PPM
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Figura Al. Cromatograma obtenido para una olucién estandar de 20 ppm
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Figura A2. Cromatograma obtenido para una solucion estandar de 24 ppm
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ANEXO Il

CALCULO DE RENDIMIENTOS OBTENIDOS

1. Calculo de la cantidad de vainillina obtenida, en gramos, a partir de lignina de

grado técnico

Concentracién vainillina (ppm)

s _ % ml
Vainillina 1000 mL X 1000 mg mL Solvente

Jep o 55018mg x1g
ANEINA = 7000 mL x 1000 mg o~

Vainillina = 0,0044 g
2. Célculo del rendimiento obtenido con el tratamiento de 3 h

o Vainillina (g)
Rendimiento = ———— % 100
Lignina (g)

o 0,0044 g
Rendimiento = —— x 100
05g

Rendimiento = 0,88%

3. Célculo de la cantidad de vainillina obtenida a partir de lignina obtenida de un

licor negro derivado de proceso Kraft con cafia guadua

Concentracién vainillina (ppm)

o _ % ml
Vainillina 1000 mL X 1000 mg mL Solvente

Vainilli 39,455mg xX1g 80 mL
= X
NG = 7000 mL x 1000 mg o~

Vainillina = 0,00315 g
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4. Céalculo del rendimiento especifico

Vainillina g

Rendimient ifico= ———x 100
endimiento especifico Lignina g
o 0003154

Rendimiento especifico = W x 100

Rendimiento especifico = 0,631 %
5. Célculo del rendimiento global

Sabiendo que se necesitan 20 mL de licor negro derivado de un proceso Kraft con cafia
guadua para obtener 0,25 g de lignina, se céalculo la cantidad de lignina generada a partir
de 2000 mL de licor negro.

2000 mL Licor negro x 0,25 g Lignina 95

Lignina generada =
‘gnina g 20 mL Licor negro

Con la cantidad de lignina obtenida se determiné la cantidad de cafia guadua necesaria

para obtener 0,5 g de lignina.

100 g Cana guadua % 0,5 g Lignina 5

Cafia guadua requerida = g

25 g Lignina

o Vainillina g
Rendimiento global = — x 100
Caiia guadua g

0,00315
b AV

Rendimiento global = 100

Rendimiento global = 0,157 %
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