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RESUMEN GENERAL

CARACTERIZACION DE LIGNINA EXTRAIDA DE LA CASCARA DE LA
MAZORCA DE CACAO DE TRES VARIEDADES

En la industria del cacao se genera una gran cantidad de biomasa residual
proveniente principalmente la cascara de mazorca de cacao (CMC). Debido a la
composicién quimica de la CMC, esta se ha utilizado como fertilizante,
biocombustible, entre otros. En la CMC, la lignina es el segundo componente
mayoritario. La estructura polimérica aromatica de la lignina la convierte en un
material precursor para la obtencidn de compuestos de valor agregado. La
compleja estructura de la lignina condiciona su aplicacién final, esta varia
dependiendo la fuente vegetal y el método de extraccion. El objetivo de este
trabajo fue cuantificar el material lignocelulosico de la CMC de las variedades
carmelo, forastero y trinitario; y realizar estudios de caracterizacion estructural
por espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) de la lignina aislada de la CMC de las
variedades antes mencionadas por tres métodos distintos de extraccién. La
variedad con mayor cantidad de extraibles fue trinitario, 24.7+0.78; la variedad
con mayor contenido de lignina fue forastero, 26.3 + 0.56; la variedad con mayor
cantidad de celulosa fue forastero, 28.7+0.05; la cantidad de hemicelulosa en las
tres variedades fue igual y la variedad con mayor cantidad de cenizas fue
forastero, 6.7+0.08. En cuanto a la caracterizacion mediante FT-IR, todas las
ligninas muestran una banda ancha en 3400-3260 cm™ atribuida a los grupos
hidroxilos tipo fendlico y estructuras alifaticas. Las bandas centradas en 2900 y
2800 cm™, se asocian al estiramiento del CH de los grupos metoxilos aromaticos
y de los grupos metil y metileno de las cadenas laterales, en la region del
carbonilo/carboxilo, se encuentran bandas débiles en 1680 cm, originadas por
los sistemas conjugados. En las regiones de 2300, 2000, 1400, 1200, 1000 y 800
cm™', se encuentran sefales caracteristicas de los anillos de siringilo (S) y
guayacol (G), confirmando estructuras ligninicas caracteristicas de maderas
duras

Palabras clave: CMC, lignocelulosa, lignina, RMN, FTIR



GENERAL ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF LIGNIN EXTRACTED FROM THE COCOA POD
HUSK OF THREE COCOA VARIETIES

In the cocoa industry, a large amount of residual biomass is generated, mainly
from the cocoa pod husk (CPH). Due to the chemical composition of CPH, it has
been used as fertilizer, biofuel, among others. In CPH, lignin is the second major
component. The aromatic polymeric structure of lignin makes it a precursor
material for obtaining value-added compounds. The complex structure of lignin
determines its final application, which varies depending on the plant source and
the extraction method. The objective of this work was to quantify the
lignocellulosic material of the CPH of the carmelo, forastero and trinitario varieties;
and to carry out structural characterization studies by infrared spectroscopy (FT-
IR) of the lignin isolated from the CPH of the aforementioned varieties by three
different extraction methods. The variety with the highest amount of extractables
was trinitario, 24.7+0.78; the variety with the highest lignin content was forastero,
26.3 = 0.56; the variety with the highest amount of cellulose was forastero,
28.7+0.05; the amount of hemicellulose in the three varieties was equal and the
variety with the highest amount of ash was forastero, 6.7+0.08. Regarding FT-IR
characterization, all lignins show a broad band at 3400-3260 cm-1 attributed to
phenolic-type hydroxyl groups and aliphatic structures. The bands centered at
2900 and 2800 cm-1, are associated with CH stretching of the aromatic methoxyl
groups and the methyl and methylene groups of the side chains, in the
carbonyl/carboxyl region, weak bands are found at 1680 cm-1, originating from
conjugated systems. In the 2300, 2000, 1400, 1200, 1000 and 800 cm-1 regions,
signals characteristic of syringyl (S) and guaiacol (G) rings are found, confirming
ligninic structures characteristic of hardwoods.

Key words: CPH, lignocellulose, FTIR, lignin, characterization



1. INTRODUCCION GENERAL

El rapido agotamiento de las reservas de energia fosil, los problemas derivados
del cambio climatico por la emisién de gases efecto invernadero, la destruccién
del suelo, la seguridad energética, la seguridad alimentaria y del agua, son
desafios de atencion prioritaria global. En afios recientes, muchos paises se han
comprometido a desarrollar y utilizar energias renovables (Liu & Yu, 2021), las
estrategias consisten principalmente en reducir y sustituir los recursos fosiles, por
materias primas de suministro renovable y encaminarse hacia una economia
sostenible de base biolégica (Donia et al., 2018). En este sentido, es
imprescindible converger hacia una produccion de combustibles, productos
quimicos, polimeros y materiales a partir de materias primas biodisponibles
sostenibles (Kruger et al., 2018). En este contexto, la biomasa lignocelulésica,
emerge como una materia prima esencial, dada su renovabilidad bioldgica, buena

disponibilidad y abundantes reservas (van Swaaij et al., 2015, Boro et al., 2022).

Desde un punto de vista estructural, las caracteristicas constitutivas de la
biomasa lignocelulosa; consta principalmente de celulosa (35-50%),
hemicelulosa (25-30%) y lignina (15-30%); la cantidad relativa de cada
componente estructural depende de la especie. Este conjunto de biopolimeros,
conforman una matriz porosa microestructurada tridimensional, la cual
proporciona rigidez a la pared celular de la planta (Madanayake et al., 2017). Para
acceder a los biopolimeros y sus unidades o subunidades constituyentes, es
inevitable el trabajo de pretratamiento y tratamiento de la biomasa. Existen
multiples metodologias y combinaciones de ellas (Agbor et al., 2011), y su
aplicacidon depende de los tipos de productos objetivo (Mankar et al., 2021). Por
ejemplo, en las biorrefinerias los productos de interés son los de gran importancia
comercial, destacandose principalmente: los biocombustibles (biogas, Syngas,
hidrogeno, biometano, bioetanol y biodiesel), productos quimicos (disolventes,

productos quimicos a granel, compuestos bioactivos y moléculas plataforma),



acidos organicos (succinicos, lacticos), polimeros y resinas (plasticos a base de
almidon, resinas fendlicas y resinas de furano), biomateriales (paneles de
madera, pulpa, papel y celulosa), alimentos, comida para animales y fertilizantes
(Budzianowski, 2016). Ante la demanda de insumos renovables, los desechos
agroindustriales se convierten en una fuente atractiva y constante para suplir
esas necesidades. Uno de los residuos lignoceluldsicos, que ha llamado la
atencion en los ultimos afios es la cascara de la mazorca de cacao (CMC), o
conocida en inglés como Cocoa Pod Husk (CPH). Este material, hace parte de
otros sub-productos en la cadena de produccion del cacao, la cual ha aumentado
en los ultimos afos (Statisca, 2021); los cuales en conjunto representan el 67-
76% del peso seco y por cada tonelada de grano de cacao producido se genera
aproximadamente 10 toneladas de CMC humeda, con un contenido de humedad
de aproximado de 80% (Campos et al., 2018).

En cuanto a la composicion de la estructura de la CMC recién cosechada, tiene
por lo general la siguiente composicion porcentual: materia organica 87%
(proteina cruda, fibra, grasas y nitrégeno libre 8.4, 55.7, 2.5 y 20.6%
respectivamente), hemicelulosa 8.9%, celulosa 35.3% vy lignina %25.2% (de
Souza et al., 2022). Este material, ha sido estudiado, analizado y evaluado para
la fabricacion de algunos componentes utiles y de valor afiadido, por ejemplo:
extracto de pectina, fibra dietética, nanoparticulas de plata, cetonas, fenoles,
entre otros (Yapo et al., 2013; Mansur et al., 2014; Lateef et al., 2016; Lu et al.,
2018; Baidoo et al., 2022., Valladares-Diestra et al., 2022., Dewi et al., 2022).

Dentro del arsenal de opciones que ofrece la biomasa lignoceluldsica, para la
obtencion de productos de alto valor; la lignina aparece en un escenario
particular. Este interesante biopolimero lignoceluldsico, posee dos caracteristicas
particulares, la primera es el gran volumen de material lignoceluldsico que ofrece
y la segunda corresponde a la estructura polimérica aromatica, unica en el
material lignoceluldsico. La extraccion de lignina del resto de la biomasa ha
recibido una atencion creciente y su potencial uso es promisorio (Bertella &
Luterbacher, 2020; Borges Gomes et al., 2020). La lignina se ha utilizado
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ampliamente en la fabricacién de materiales poliméricos para multiples utilidades
(Naegele et al., 2016), biocombustibles (Chakravarty et al., 2022), fibras de
carbono (Gbenebor & Adeosun, 2019), biomateriales de grafeno (Liu et al., 2017),
carbon activado (Bergna et al., 2022), agricultura y construccion (Ayyachamy et
al., 2013), también se ha producido gasolina renovable a partir de la lignina como
materia prima (Ben et al., 2013), ademas, se ha demostrado que la lignina tiene
amplias aplicaciones farmacéuticas como: anticancerigenos, antiinflamatorios,
prebioticos, antibidticos y antimicrobianos (Nan et al., 2022). Las propiedades y
usos diversos de este recurso, radica en el tipo de lignina y el material
lignoceluldsico de origen (Sun R. , 2020), por ello es indispensable conocimiento
exhaustivo de su estructura para aumentar su valor afiadido (Pin et al., 2020)
esto sodlo es posible por medio de varias técnicas analiticas (Stark et al., 2016).

En vista de lo anterior, en este trabajo se pante6 dterminar el contenido
lignocelulosico de las cascaras de mazorca de cacao de tres variedes diferentes
obtenidas en la region de Tabasco México. Adicionalmente, se hicieron estudios
por espectroscopia de Infrarojo, para determinar perfiles estructurales de la
lignina en funcion de los grupos funcionales, asociadas al tipo y origen vegetal.
Ademas, los resultados de este trabajo promoveran el aprovechamiento de la
cascara de mazorca de cacao producida en Mexico; como fuente de lignina para
aplicaciones a nivel industrial, ademas de contribuir en aspectos de desarrollo

social, econémico, ambiental en las regiones productoras.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Biomasa

La biomasa es la mayor fuente de energia renovable en el mundo actual que
puede utilizarse como combustible y productos que, de otro modo, se fabricarian
con recursos fésiles. La biomasa se considera como la materia organica

originada en un proceso biolégico, espontaneo o provocado, utilizable como



fuente de energia. Desde las ultimas décadas del siglo veinte existe un
importante esfuerzo por impulsar el uso de nuevas materias primas como
alternativa al petroleo y sus derivados, debido a los problemas de escasez de
reservas y las numerosas desventajas medioambientales que genera el uso de
estos recursos fosiles a los niveles actuales. La utilizacidon de biomasa para
biocombustibles es un proceso casi neutro en carbono. A diferencia de los
combustibles fosiles, como la gasolina, el gasdleo y el carbén, los
biocombustibles se consideran una fuente de energia limpia que tiene bajas
emisiones. Asi, el uso sostenible de la biomasa para la energia puede ser
beneficioso para mantener el control del calentamiento global. Dado que la
biomasa es una fuente renovable de energia, la investigacién actual se enfoca
en la busqueda de mecanismos diversos para mejorar la obtencién de

biocombustibles para fuentes de energia alternativas (Kothari et al., 2022).

2.1.1 Clasificacion de la biomasa

Debido a las diferencias sustanciales en términos de variedad y cantidad de
biomasa, y a sus diferentes caracteristicas de composicion, no existe una forma
univoca de clasificacion de la biomasa, por lo que se pueden agrupar de forma
diferente, dependiendo de su finalidad y alcance (Tursi, 2019).

Los recursos biomasicos pueden agruparse de forma general en agricolas y
forestales (residuos de la industria de transformacion de la madera como virutas,
serrin, etc.), en residuos animales (explotaciones ganaderas), aguas residuales,
las algas y los cultivos acuaticos. Los residuos solidos urbanos y los flujos de
residuos procedentes de actividades antropogénicas también entran en la
categoria de la biomasa (Figura 1).
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Figura 2. Fuentes de biomasa mas importantes

2.2 Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica se compone en orden decreciente de masa de
diferentes polimeros como los polisacaridos (celulosa y hemicelulosa), lignina
que es un polimero aromatico, junto con sustancias no polares y polares que se
entrelazan entre si (Chen et al.,, 2017; Yu et al., 2017). Estructuralmente, los
distintos tipos de biomasa lignocelul6sica tienen un aspecto fisico y una
resistencia distintos (Kumar et al., 2020; Varejéo et al., 2022), los compuestos
lignoceluldsicos se encuentran fuertemente asociados entre si, la celulosa forma

un esqueleto que esta rodeado de hemicelulosa y lignina (Figura 2).



BIOMASA LIGNOCELULOSICA

HO 0. ;fi MeOQ, OH
Meojij/:( @'Ome

[}
OH
. OH
Alcohol coniferilico
HO oj)\ou
o ° HO
Alcohol p-coumarilico OH
(9)

H OH H H HOH - -— MeO. OMe
s H o Ho—7-4 OH H o N == A Alcohol sinapilico
—
s o © - 7
H “on HO H o HO
H

H H HoH H

Glucosa Celobiosa
Monosacarido Disacarido

CELULOSA

o OMe
Fone
LIGNINA

\ "o HEMICELULOSA %

Figura 3. Principales componentes de biomasa lignocelulésica

Algunos tipos de lignocelulosa pueden tener otros componentes secundarios
importantes en menor proporcion, como las pectinas, lipidos, terpenos, azucares,
clorofila, gomas, acidos grasos, resinas, diferentes sustancias fendlicas y
cenizas, es decir, minerales extraibles ricos en Ca, K, Mg y Si.

Por otro lado, como recurso vegetal la biomasa lignocelul6sica puede dividirse en
cuatro categorias: madera dura, madera blanda, residuos de la actividad agricola
y hierbas (Cuadro 1). Los diferentes tipos comunes de biomasa muestran
composiciones quimicas diferentes en cuanto a cada uno de los tres

constituyentes principales.

A pesar de que los residuos agricolas se producen en cantidades muy grandes
(miles de millones de toneladas) cada afio en todo el mundo, la mayoria de estos
residuos se desechan o se queman (Isikgor & Becer, 2015).



Cuadro 1. Composiciones de componentes principales de algunos ejemplos de
tipos de biomasa lignoceluldsica

Biomasa Lignoceluldsica Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Madera Roble 40.4 25.9 24.1
Dura Eucalipto 54.1 18.4 215
Madera Pino 42.0-50.0 24.0-27.0 20.0
Blanda Pino Silvestre 40.0 285 277
Residuos Paja de Trigo 35.0-30.0 23.0-30.0 12.0-16.0
Agricolas  cascara de Cebada 34.0 36.0 13.8-19.0
Paja de Cebada 36.0-43.0 24.0-33.0 6.3-9.8
Paja de Arroz 29.2-34.7 23.0-25.9 17.0-19.0
Cascara de Arroz 28.7-35.6 12.0-29.3 15.4-20.0
Paja de Avena 31.0-35.0 20.0-26.0 10.0-15.0
Paja de Pasto 36.2-47.0 19.0-24.5 9.9-24.0
Mazorca de Maiz 33.7-41.2 31.9-36.0 6.1-15.9
Tallos de Maiz 35.0-39.6 16.8-35.0 7.0-18.4

Otros materiales lignocelulésicos como residuos alimentarios, pueden
recuperarse o reciclarse ya sea por razones econdomicas o medioambientales,
también se pueden valorizar como subproductos. La biotecnologia y el
bioprocesamiento ofrecen importantes alternativas para el uso de los residuos
biodegradables como materia prima en nuevos procesos, mediante la
bioconversion de sus moléculas constitutivas, que son una rica fuente de energia,
carbono y nutrientes, en nuevos productos (Woiciechowski et al., 2020) Tanto la
hemicelulosa como la celulosa son polimeros de carbohidratos en su naturaleza,
cuando se considera su porcentaje total, se pueden encontrar valores tan altos
como el 70-80% de la materia seca en las muestras de biomasa. El otro polimero
distinto de componentes aromaticos es la lignina, que en este trabajo se

considera en un capitulo especial.



2.3 Lalignina

La lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en el mundo vegetal
después de la celulosa y hemicelulosa. De manera general, se puede afirmar que
es una sustancia de naturaleza esencialmente hidrofébica y de dificil extraccion
de la biomasa lignoceluldsica. La lignina es la fraccidn mas pequefia de los tres
componentes principales de la biomasa, alcanzando del orden del 10-30% (p/p).
Debido a su estructura rica en anillos aromaticos relacionados con los fenoles,
constituye el polimero de naturaleza aromatica mas abundante que se encuentra
en la naturaleza. La extrema complejidad y la variada diversidad estructural en
diferentes tejidos y especies vegetales, asi como también su modificacion
durante el procedimiento de extraccidén, ha complicado establecer una estructura
exacta de la lignina (Lourengco & Pereira, 2017). A pesar de ello, los estudios
sobre ligninas, sus rutas biosintéticas, metabolismo, el uso de modernos equipos
de analisis y a los nuevos métodos desarrollados, han permitido obtener mas
informacion de las principales estructuras de la lignina, lo que ha refinado cada
vez mas el conocimiento de la estructura de la lignina (Ralph et al., 2019). Debido
a la potencial aplicacion de la lignina como biorrecurso renovable y como fuente
de compuestos aromaticos, en los ultimos afios la lignina ha recibido mucha
atencion por parte la comunidad cientifica y la industria (Sharma & Kumar, 2020).
La valorizacidn de la lignina es una parte importante de los futuros
aprovechamientos, lo que requiere tener un conocimiento claro y preciso de su

estructura quimica.

2.3.1 Estructura de la lignina

La lignina es un complejo biopolimero aromatico heterogéneo, que difieren en su
estructura segun el tipo de planta (Figura 3A). Estas estructuras estan
construidas por la polimerizacion de los alcoholes cinamilicos (monolignoles),
provenientes de precursores tipo fenilpropanoide (Figura 3B). Desde un punto de
vista biosintético los mondémeros vinil-fendlicos, se polimerizan catalizados por

diferentes enzimas a partir de los alcoholes precursores: p-cumarilo, coniferilo y
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sinapilo (Figura 3c). Dependiendo de la fuente, la lignina tiene una estructura
ligeramente diferente, en biomasa de fibras largas es mas rica en alcohol
coniferilico (aproximadamente el 90%), mientras que la lignina de la hierba es
mas rica en fracciones cumaricas, y las maderas duras son abundantes en

alcoholes sinapilicos (Lu et al., 2017).

ﬂ Estructura fenilpropanoide \ C Monoglinoles Convencionales
procursora Alcohol Alcohol Alcohol
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Figura 4. Tipos de lignina en diversas plantas (A), Estructura de fenilpropanoide
(B), precursores tipo monolignol y su aparicion en la estructura de lignina (C) y
otros monolignoles no- convencionales (D)

La lignina es una macromolécula compleja, cuya construccidn a partir de la
polimerizacidn ocurre por distintas reacciones (condensacion, radicales libres,
etc.) a nivel enzimatico, a partir de alcoholes p-cumarilico, coniferilico y sinapilico.
Estos alcoholes son la base de la estructura primaria de la lignina, formando
monolignoles que se denominan unidades de p-hidroxifenilo (H), guayacilo (G) y
siringilo (S), respectivamente (Figura 3C). Estas unidades se distribuyen en
proporciones variables en el reino vegetal. La diversidad estructural de la lignina
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radica en que estas unidades estructurales no suelen repetirse de forma regular

y la composicion y estructura de la lignina varian dependiendo de su origen.

De manera general, las unidades de la lignina estan unidas entre si mediante
varios tipos de enlaces éter (R-O-R) y carbono-carbono (C-C). En la Figura 3, se
muestran modelos de estructuras de lignina para: (A) una gimnosperma/madera
blanda, (B) una angiosperma/dicotiiedonea/madera dura y (C) una
(monocotiledonea/hierbas). En este interesante trabajo de Ralph vy
coleboradores (2019) intentan representar las diversas unidades con informacién
analitica actual. En la estructura de madera blanda en (A), la lignina esta formada
casi exclusivamente por alcohol coniferilico (unidades G-guayacilo), con
pequenas cantidades menores de otras unidades especiales como: una
espirodienona F, unidades del grupo final de alcohol cinamilico X, fenilcumaranos

B, Resinol C, Difenil eter E y una interesante estructura Dibenzodioxin D.

En las maderas duras, el bloque de construccion cambia drasticamente a
unidades del alcohol sinapilico (unidades S, singirilo) mezcladas con unidades G.
Se encuentran distribuidos también en el modelo, una cadena inicial de alcohol
cinamilico X, un Resinol C, difenileter E, también se muestran p-hidroxibenzoatos
pBA. En el caso de las monocotiledéneas, la lignina contiene unidades
monomeéricas S y G con una unidad ferulada FA, no se detectaron unidades del
grupo final de alcohol cinamilico X. Tambien se observan unidades de:
Fenilcumaranos B, un Tetrahidrofurano C’, Bifenil éter E, ademas de p-cumaratos
pCA.
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Es importante mencionar la proporcion de los mognolinoles constituyentes de la
lignina, algunos trabajos han presentado estos valores y la ocurrencia de cada
unidad en cada tipo de planta (Cuadro 2)

Cuadro 2. Proporcion de los diferentes monolignoles en la lignina en distintos

tipos de planta (Gellerstedt & Henriksson, 2008)

. Alcohol p- Alcohol Alcohol
Tipo de planta . - . o
cumarilico coniferilico sinapilico
%
Coniferas; Madera blanda < 5? >95 o°
Eudicotiledoneas;
maderas duras 0-8 25-50 45-75
Monocotiledoneas; hierbas 5.35 35-80 20-55

(gramineas)
@ Mayor cantidad en la madera de compresion
b Existen algunas excepciones (Chen, 1992)

Es comprensible la dificultad para establecer estructuras precisas de la lignina,
sin embargo, estos modelos basados en analisis biosintéticos, espectroscépicos,
quimicos etc., han permitido valorizar la lignina como materia prima quimica para
productos basicos para una industria que algun dia no tendra mas remedio que
utilizar fuentes de energia renovable y sostenible, neutral en carbono. Las
diversas estructuras de las ligninas y las posibles transformaciones en cada uno
de los grupos funcionales activos, pueden ser capitalizados por métodos
quimicos y biotecnologicos, colocando a las ligninas como polimeros

recalcitrantes problematicos a recursos con potencial ilimitado.

2.3.2 Aislamiento y purificaciéon de ligninas

En general, la matriz estructural de la lignocelulosa es una red compleja donde
la celulosa esta cubierta por una monocapa de hemicelulosa y luego se incrusta
en el nucleo interno de la matriz de lignina y hemicelulosa. Por lo tanto, la
separacion de los diferentes componentes de este material plantea varias

limitaciones, lo que motiva investigadores a avanzar en la investigacion en este
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campo. Particularmente, la extraccién de lignina de la biomasa ha recibido una
atencion creciente por su abundancia y aplicaciones (Bertella y Luterbacher,
2020). La lignina es dificil de degradar ya que es poco reactiva, por lo que
representa un obstaculo para la valorizacion de la biomasa. Siempre ha sido un
reto aislar muestras de lignina Optimas para los analisis composicionales vy
estructurales (Lai & Sarkanen, 1971; Obst & Kirk, 1988). Se han utilizado diversos
tratamientos para extraer lignina, como: mecanicos, quimicos y el tratamiento
biolégico (Lobato-Peralta et al., 2021). Los metodos se pueden clasificar en dos
categorias particulares, a saber, los procesos con y sin azufre. (Rajesh Banu et
al., 2019). El método de extraccion depende del precursor y su composicion y el
rendimiento, la pureza y la estructura final estan influenciados por el tipo de
meétodo, el disolvente, la temperatura y el tiempo. En la mayoria de los casos, la
extraccion altera su estructura original, debido a la compleja arquitectura en la
matriz de los componentes de la biomasa. A pesar numerosos estudios para el
aislamiento de la lignina, ninguno de los métodos actuales ofrece un
procedimiento ideal de recuperacion de la lignina cuantitativamente, sin
contaminantes no ligninicos y sin modificaciones quimicas (Dence & Lin, 1992).
Hoy dia, los esfuerzos de investigacion se han centrado en el aislamiento
ecologico de polimeros de lignina con estructuras originales mas conservadas
utilizando disolventes eutécticos profundos (Chen et al., 2020) o mediante el
fraccionamiento hidrotropico de flujo a presion atmosférica (Wang et al., 2019).
Existe un consenso en que los diferentes métodos de extraccién dan como
resultado diferente estructura quimica de la lignina extraida e influye en gran
medida en la reactividad para posteriores modificaciones y aplicaciones )Suota
et al., 2021). El proceso de deslignificacion puede realizarse mediante diferentes

métodos de extraccion como se muestra en el Cuadro 3.

15



Cuadro 3. Comparacion de diferentes procesos de aislamiento de lignina (Poveda

et al., 2021)
Tipo de Resumen del Ventajas Desventajas Referencias
extraccion proceso
Proceso -Nombre de lignina: - Implementado - Contenido (Tolbert et al.,
Kraft Lignina Kraft principalmente para moderado de azufre 2014)
-Tratamiento materiales de madera. - Licor negro con alto ~ (Carvajal etal,,
hidrolitico con NaOH - El mejor tratamiento contenido en 2016)
y NaxS de eliminacion de carbohidratos
- Temperatura: 150-  lignina - Tratamientos de
180 °C - Lignina con un larga duracién (1-2 h)
- Lignina de peso pequefio contenido de
molecular moderado  ceniza
(1000-3000 Da) - Lignina soluble en
disoluciones alcalinas
y disolventes
organicos (polares)
Sulfito Nombre: lignina Implementado - Alto contenido de (Borges
lignosulfonato principalmente para azufre Gomes et al.,
- Tratamiento biomasa de madera - No selectivo para la 2020)
hidrolitico con NaOH - Lignina soluble en extraccién de lignina. .
. (Chavez-
y NaxSO3 agua Tanto la hemicelulosa g ies &
- Temperatura: 120— - Soluble en y la lignina se extraen  pomine, 2013)
180 -C disolventes organicos - Alto contenido de
- Lignina de alto polares y cenizas (4-8%)
peso molecular aminas - Alto contenido en
(5700-61000 Da) carbohidratos
Klason - Nombre: lignina - El método estandar - Un método analitico, (Lietal., 2015)
Klason para la lignina no a escala industrial ~ (Chenetal,
- Hidrdlisis acida cuantificacion - Alto cambio de 2015)
concentrada con - Aislamiento de alto estructura de lignina
72% H2SO4 rendimiento - El alto costo del
- Temperatura: 30 ©<C - Bajo contenido en acido.
- Lignina de peso carbohidratos - Corrosion severa del
molecular moderado - Un método analitico, equipo
(2000-7000 Da) no a escala industrial
Soda Nombre: lignina tipo - Contenido libre de - Costo representativo  (Carvajal et al.,
sosa azufre del agente alcalino 2016).
- Tratamiento - Baja formacion de - Alta alteracion en la  (Lehto & Alén,
alcalino hidrolitico compuestos estructura de la 2014)
con NaOH inhibitorios lignina
- Temperatura: 90— - Implementado - Alto contenido de
150 -C principalmente para carbohidratos a
- Lignina de bajo productos no temperaturas
peso molecular madereros superiores
(1000-3000 Da) materiales 120 -C
- Bajo contenido en - Alto consumo de
cenizas (<2,8%) agente alcalino
Organosolv  Nombre: lignina - Contenido libre de - Alto costo de (Behling et al.,
organosolv azufre disolvente 2016)

- Tratamiento
hidrotérmico con
disolvente

- Baja alteracién en la

estructura de la lignina
nativa

- Lignina de bajo peso
molecular

- Requiere una etapa
adicional para la
recuperacion de
disolventes

- Lignina hidréfoba

(Ahmad & Pant,
2018)
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- Concentracion de
disolvente: 25-75 %
(vol.)

- Temperatura: 90—
210 -C

- Lignina de peso
molecular moderado
(30004500 Da)

Explosién
de vapor

Nombre: lignina
explotada con vapor
- Tratamiento
hidrotérmico

- Temperatura: 180—
230 -C

- Presion: 1,3-3,5
MPa

- Lignina de bajo
peso molecular
(1000-3000 Da)
Enzimatica - Nombre: lignina
enzimatica

- Tratamiento
biolégico

- Temperatura: 20—
45-C

- Bio-reactivo:
hongos y bacterias
- Lignina de peso
molecular medio
(4500-9500 Da)

- Fraccionamiento
de disolventes
hidrotermales

- Temperatura: 100—
170 -C

- Lignina de peso
molecular medio
(1500-5000 Da)

Liquidos
I6nicos

- Soluble en soluciones
alcalinas

- Tiempos de
funcionamiento
relativamente bajos
(<1,5h)

- Contenido libre de
azufre

- Requisito de entrada
de reactivos bajo o
nulo

- Tiempo de proceso
reducido

- Bajo requerimiento
de energia

- Bajo contenido en
cenizas (<4%)

- Lignina libre de
azufre

- Procesos no
intensivos en energia

- Contenido libre de
azufre

- Bajo cambio de
estructura de lignina

- Escala de
produccion
piloto/demo

- Cambios en la (Chen et al.,

lignina media en 2015)

comparacién con la (Ahmad & Pant,

forma nativa 2018)

- Aislamiento de

carbohidratos en la

fraccién de licor (7—20

%)

- Alto contenido en

hemicelulosa

- Largos tiempos de (Tolbert et al.,

residencia (varias 2014)

horas o dias) (Sindhu et al.,
2016)

- Consumo de
carbohidratos de
cultivo microbiano

- El alto costo del
liquido iénico

- Adicion de un
antidisolvente a la
regeneracion de
biomasa

- Interferencias entre
el liquido iénico
residual y el
actividad enzimatica y
microbiana

- Requiere una etapa
adicional para la
recuperacion del
liquido iénico

(Yinghuai et al.,
2013)

Los proceso de aislamiento de la lignina y las metodologias de fraccionamiento
actuales pueden clasificarse en funcidn de diferentes principios. Segun el
principio de separacion, los procesos de aislamiento de la lignina pueden dividirse
en dos categorias: 1) La lignina que se extrae con diferentes disolventes y
disoluciones de la biomasa lignoceluldsica y se obtiene un residuo rico en

celulosa deslignificada. La mayoria de los métodos de aislamiento de la lignina
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entran en esta categoria. 2) Métodos que degradan o disuelven los carbohidratos
de la biomasa lignoceluldsica, dando lugar a una lignina residual, como la lignina
de Klason y la lignina residual tras el tratamiento con celulasa. Paralelamente,
segun el propdsito del aislamiento de la lignina, ésta también puede dividirse en
dos categorias 1) aislamiento de lignina para la caracterizacion estructural y 2)
aislamiento de lignina de diferentes procesos industriales y de pretratamiento
para su utilizacion final (Ragauskas et al.,2014). En las siguientes secciones se
describe brevemente algunos métodos selecionados de aislamiento de lignina.

2.3.3 Lignina Klason

Probablemente, la lignina aislada mas conocida es la lignina Klason, método
desarrollado originalmente para medir la cantidad de lignina en la madera
(Adams, 1965), la cual se obtiene tratando la madera con acido sulfurico, los
polisacaridos se hidrolizan hasta convertirse en azucares solubles en agua, y la
lignina se recupera como residuo insoluble. Aunque este método de aislamiento
de la lignina tiene una gran utilidad como medio analitico para determinar el
contenido de lignina, esta al estar altamente condensada y alterada, no suele ser
adecuada ni para la caracterizacion quimica ni para los estudios de modificacion
y degradacién biolégica. Para tales estudios, lo que se necesita es una lignina
aislada que sea representativa de la lignina de la lignocelulosa original (que a
veces se denomina protolignina) (Obst & Kirk, 1988). Ademas, se sabe que el
meétodo Klason sobrestima el contenido de lignina en otros materiales vegetales,
como las hierbas forrajeras. También hay fuertes indicios de que el método
Klason no mide con precisidon el contenido de lignina en productos alimentarios
como los granos de cereales, las frutas y las verduras (Bunzel, SchuBler, &
Tchetseubu, 2011).
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2.3.4 Lignina Organosolv

El método Organosolv implica la coccidn de la biomasa lignoceluldsica en una
mezcla de agua con un disolvente organico que conduce a la deconstruccion
tanto de la lignina como de la hemicelulosa y su disolucion en el licor de coccion
(Mcdonough, 1993). En este proceso se pueden utilizar diversos disolventes
organicos, como alcoholes (metanol, etanol, butanol), cetonas (acetona), éteres
(dioxano, alcohol tetrahidrofurfurilico) y polioles (glicerol, etilenglicol) para
disolver y liberar las hemicelulosas y la lignina (Liao et al., 2020), también, acidos
y bases son frecuentemente utilizados como catalizadores, aunque los métodos
sin catalizador utilizan a una temperatura relativamente mas alta (Lghre et al.,
2018).

Debido a que se obtiene con un proceso menos agresivo, la lignina Organosolv
se diferencia de otros tipos de lignina proporcionados por los métodos quimicos
convencionales (de la Torre et al., 2013). Este procedimiento también produce
una gran cantidad de lignina de alta calidad que es relativamente pura,
principalmente inalterada y menos condensada que otras ligninas. La lignina
organosolv es soluble en muchos disolventes organicos (Pereira et al. 2017,
Saha et al. 2019) y podria encontrar aplicaciones en muchos campos a nivel

industrial.

2.3.5 Lignina Kraft

El protocolo para obtencién de lignina denominado Kraft, es el medio para
generar la mayor parte de la pulpa de papel en el planeta. La biomasa es tratada
con una disolucién mixta de Na>S/NaOH (licor blanco) a alta temperatura (155-
175 °C) y alta presion durante varias horas (Lachenal, 2016). En este proceso,
ocurren varias reacciones de despolimerizacion que generan diversos
fragmentos fendlicos. Entre el 90-95% de toda la lignina presente en la biomasa
puede disolverse en la disolucion. El liquido resultante llamado licor negro, es rico
en lignina. El uso de una disolucion acida fuerte, promueve la precipitacion de la
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lignina sulfonada (Kraft), en este caso dos terceras partes se convierten en su
forma sulfatada. Por lo tanto, la lignina Kraft puede disolverse en disoluciones
basicas y en disolventes organicos altamente polares. La masa molar de la lignina
Kraft esta en el rango de 1000-3000 Dalton. Al contrario de la Lignina Klason y
Organosolv, la lignina Kraft es muy usada como combustible en la generacion de
energia para las fabricas de pulpa de papel (Gordobil et al., 2021; Vishtal &
Kraslawski, 2011), pero es rara vez usada en aplicaciones de valor afadido,
como la preparacion de productos quimicos finos y materiales avanzados. Estas
dificultades estan asociadas a la naturaleza altamente compleja y condensada
de esta, que la hace una lignina altamente recalcitrante, y una elevada
polidispersidad, ademas de una considerable cantidad de azufre (Rinaldi et
al.,2016). A pesar de lo anterior, se han realizado muchos esfuerzos para
desarrollar productos de alto valor afiadido a partir de la lignina Kraft, ejemplos
de ellos son: resinas y aglutinantes (Cadvar et al.,2008), carbones activados y
materiales fibrosos (Thielemans et al.,2001) y algunos productos quimicos de
bajo peso molecular (vainillina, aromaticos hidroxilados y quinonas) (Borges et
al., 2009).

2.3.6 Analisis de las ligninas

Los métodos tradicionales para estudiar la estructura quimica de la lignina, son
principalmente quimicos, estos incluyen reacciones de oxidacién-reduccion,
hidrolisis, derivatizacidon; las cuales permiten de manera general identificar
fragmentos monomeéricos y poliméricos de la estructura de la lignina (Lourengo &
Pereira, 2017; Dou et al.,2018). Sin embargo, estos métodos quimicos no pueden
proporcionar una caracterizacion estructural completa de la lignina dada la
variabilidad estructural y la complejidad de los polimeros constituyentes. Por lo
tanto, las estrategias analiticas actuales se basa en metodos instrumentales,
como: la pirolisis, analisis por sistemas acoplados cromatografia de gases y
espectrometria de masas (CG-EM) y Cromatografia liquida, también acoplada a
masas (CL-EM), ademas de Cromatografia de exclusion por tamafio. Un numero
de estrategias basadas en métodos espectroscopicos, han tenido un importante
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aporte en los ultimos afos, en la caracterizacion de la estructura quimica de la
lignina. Algunos métodos tanto degradativos como no degradativos se emplean
en funcion de los objetivos de la determinacién y de las las técnicas utilizadas en
el analisis, teniendo como ventaja la capacidad para analizar toda la estructura

de la lignina y detectar directamente los restos de lignina.

Los métodos espectroscopicos son los mas utilizados para la elucidacién
estructural de lignina tanto en estado sdélido como en disolucién, incluyen: la
espectroscopia ultravioleta (UV), la espectroscopia infrarroja (IR),
especificamente la espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-
IR), varios métodos de resonancia magnética nuclear (RMN). Para dilucidar las
caracteristicas quimicas detalladas y completas de la lignina, es indispensable la
informacion de determinadas muestras, que consideran el origen vegetal de la
muestra, la proporcion y la distribucion de los bloques de construccion (unidades,
monolignoles o monomeros) y los enlaces intermoleculares. Lo anterior se
menciona debido a que algunas técnicas instrumentales so6lo proporcionan
parcialmente informacion de la muestra de lignina debido a su limitado rango de
deteccion (Faleva et al., 2020). El analisis y comprension de las caracteristicas
estructurales especificas de la lignina permite desarrollar tecnologias de
tecnologia de conversion eficiente y econdmica de productos de mediano y alto
valor en modelos en los cuales se requiere de recursos lignocelulésicos; como

es el caso de las biorrefinerias (Xu et al., 2019).

2.3.7 Valorizacion lignina

La lignina constituye el biopolimero aromatico mas abundante del planeta
procedente de recursos renovables, se ha estimado que existen
aproximadamente 31,011 toneladas métricas de lignina en la tierra. A nivel
industrial, tras el fraccionamiento de la biomasa lignocelulésica para la
fabricacion de papel, la lignina se considerada como un residuo de bajo valor. En
realidad, mas de 50 millones de toneladas de lignina se utilizan para la
generacion de electricidad mediante combustion y un bajo porcentaje se utiliza
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en otras aplicaciones (Sethupathy et al., 2022). La caracteristica aromatica de
este biopolimero revela un alto potencial para producir varios sustancias
quimicas y biocombustibles de interés a través de actividades de biorrefineria y
se espera que beneficie a la futura economia circular. Sin embargo, la
valorizacion de la lignina se ve obstaculizada por una serie de limitaciones, como
la naturaleza polimérica heterogénea, la recalcitrancia intrinseca, el fuerte olor,
el color oscuro y la produccion de una compleja mezcla de compuestos
aromaticos durante la degradacion. En la actualidad, fuera de usar la lignina para
la produccion de electricidad y en el proceso de fabricacion de la pulpa; una

valorizacion exitosa de la lignina ha sido bastante desafiante (Collins et al., 2019).

Se han realizado varios estudios para convertir la lignina en productos de mayor
valor afadido (Yoo & Ragauskas, 2021). En la literatura, la mayoria de
informacion sobre la valorizacion de la lignina y obtencion de productos de valor
afadido describe principalmente procesos independientes centrados en la
reaccion y la separacion/purificacién de los productos en diferentes condiciones
de degradacién de las fracciones de lignina extraidas mediante diversos métodos
convencionales de conversion. Estos procesos se enmarcan en: termoquimicos
(pirdlisis, gasificacion y asistencia por microondas), quimicos (catalizados por
acidos, catalizados por bases, asistidos por liquidos idnicos, asistidos por fluidos
sub o supercriticos, oxidativos y de hidroprocesamiento) y biolégicos (utilizando
bacterias, hongos o enzimas (Li et al., 2015). Otros estudios. han revelado
importantes aplicaciones como los hidrogeles a base de lignina, los surfactantes,
los materiales de impresion tridimensional, los electrodos y la produccion de
productos quimicos finos. Aunque los estudios de conversion de lignina
proporcionan una excelente valorizacién (Poveda et al., 2021), no se deja de lado
las limitaciones que en muchos procesos afectan su valorizacion industrial, por
lo que, hoy dia se trabaja para dar posibles soluciones y perspectivas de futuro,
a la luz de su abundancia y de sus potenciales aplicaciones.
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2.3 Subproductos del cacao como fuente de material lignocelulésico.

2.3.1 El cacao

El cacao (Theobroma cacao, L.) es una especie del género Theobroma, de la
familia de las malvaceas, la cual cuenta con 20 - 22 especies (Avendafio et al.,
2011); la cual es nativa de América central y Sudamérica, especificamente de la
cuenca amazonica (Oetterer et al., 2006; Gonzales et al., 2013). Botanicamente,
el fruto del cacao es considerado una baya, este alcanza una longitud de 15 a 25
cm y un diametro de 8 a 13 cm (Kim et al., 2011), son de sabor amargo, color
purpura o blancuzco y se parecen a las almendras (SAGARPA, 2017) (Figura 5).

Cascara de - . /
Mazorca de \
cacao

Mesocarpio

Endocarpio

Moo ——

Figura 6. Las estructuras del fruto del cacao

Generalmente se presentan dos periodos de cosecha al afio, la cosecha mayor,
cuando se recolecta la mayor parte de la produccién y la llamada cosecha menor.
Estos periodos de cosecha varian en cada pais, siendo para México los
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siguentes: cosecha menor Octubre a Febrero y la cosecha mayor de Marzo a
Agosto (Avendano et al., 2011).

Durante la propagacion natural del cacao, algunos hibridos se expandieron en
dos direcciones, resultando en dos principales grupos de cacao: criollo y
forastero. El criollo por america central y el sur de México mientras que el
forastero se propago a traves del sur del rio amazonas y Guyana (Ceplac, 2015).
Por otro lado, los cacaos trinitarios estan constituidos por poblaciones hibridas,
producto de cruzamientos espontaneos entre criollos y forasteros (Figura 2)

Figura 7. Variedades de cacao, a) Criollo, b) Forastero c) Trinitario

La produccion de grano cacao en 2019-2020 fue de 4,735 millones de toneladas
en todo el mundo, siendo el continente africano el que aporta mayor cantidad
74.9 %, seguido de América con 19.1 % y Asia y Oceania con 6% (ICCO, 2022)
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Produccion mundial de grano de cacao (ICCO, 2022)

Regi6n / Pais Produccion (miles Porcentaje
de toneladas) (%)
Africa 3549 74.9
Camerun 280
Costa de Marfil 2105
Ghana 771
Nigeria 250
Otros 143
Ameérica 903 191
Brasil 201
Ecuador 342
Asia y Oceania 283 6.0
Indonesia 200
Papua Nueva Guinea 41
Otros 42
Total 4735 100
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De acuerdo con el SIAP (2022) en México en 2020 la produccion de cacao fue
de 30,054.98 toneladas siendo el principal productor el estado de Tabasco con
una produccién de 19,194.51 toneladas, Chiapas con una produccion de 10,
565.68 toneladas y por ultimo el estado de Guerrero con 294.79 toneladas (Figura
7), lo que representa una participacién en la produccion del 63.86%, 35.15% y
0.98% respectivamente a nivel nacional, lo que representa una participacién a
nivel global del 0.60%.

- GUERRERO

Figura 8. Estados productores de cacao en México

2.3.2 Procesamiento del cacao

La cadena de procesamiento del cacao ha permanecido sin cambio en los ultimos
150 afnos (Vasquez et al., 2019). La transformacién de los granos de cacao en
productos finales como chocolate, pasta de cacao, manteca de cacao, polvo y
licor de cacao, requiere de una serie de pasos que se pueden agrupar en dos
fases principales: pre procesamiento y procesamiento (Okiyama et al., 2017). La
primera fase toma parte directamente en el campo y consiste en la cosecha de
las mazorcas, recuperacion de los granos, fermentacion y secado. Una vez que
la mazorca es abierta, la cascara y la mayor parte de la pulpa son descartadas.
Solo los granos de cacao pasan a la fase de procesamiento, la cual toma lugar
en fabricas que principalmente se ubican fuera de los paises productores de
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cacao, incluyendo la Unién Europea (40% del total de cacao procesado) y
Estados Unidos, pero también en Brasil e Indonesia (Quelal et al., 2019). En esta
fase, los granos de cacao se someten a una limpieza con el objetivo de eliminar
suciedad e impurezas antes de tostarlos. El procesamiento de los granos termina
con pasos de molienda que dan lugar a la masa de cacao, que puede seguir
procesandose para obtener manteca de cacao y cacao en polvo (Mariatti et al.,
2021) (Figura 8). La masa residual del procesamiento del cacao incluida la CMC,
cascara del grano, pulpa y otros desechos representan el 67-76% del peso seco.
Cada tonelada de granos de cacao se generan aproximadamente 10 toneladas
de CMC humedo, con ~80% de humedad (Campos et al., 2018).

COSECHA DE GRANOS DE CACAO

| PULPA DE CACAO ] 7
< APERTURA DE GRANOS DE CACAO

DE CACAO (CMC)

’
| CASCARA DE LA MAZORCA ]

FERMENTACION EN CESTA/EN
PILA —

\Z

SECADO

N/

ALMACENAJE DE SEMILLAS

N/

LIMPIEZA

\Z

CASCARA DE %_ AVENTADO Y TOSTADO
| GRANO DE CACAO |
4

MOLIENDA —

N/

MEZCLA

PRE-PROCESAMIENTO

1

PROCESAMIENTO

NZ
PRODUCCION DE MANTECA
POLVO DE CACAO

Figura 9. Diagrama de flujo de transformacion del cacao en producto final y generacion
de subproductos
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2.3.3 Cascara de la mazorca del cacao (CMC)

La CMC es la parte externa del fruto (epicarpio), el cual tiene un aspecto ovalado,
rugoso y relativamente grueso. La CMC se presenta en diferentes colores segun
la variedad, rojo para la variedad criollo, verde para forastero y variable para
trinitario y su rugosidad lo protege contra los elementos, las plagas y los dafos
que puedan causar los impactos. Tras la extraccion de los granos, la CMC
representa entre el 70-80% (Outtara et al., 2021); 67-76% (Pérez et al., 2015;
Campos et al., 2018; Adjin et al., 2018) del peso seco del fruto entero. En estudios
recientes, Valladares-Diestra et al (2022) han reportado los analisis de la
composicion quimica de la CMC para los principales constituyentes
lignoceluldsicos, incluyendo la celulosa (19.7-26.1%), hemicelulosa (8.7-12.8%),
lignina (28%), pectina (6.0-12.6%) y cenizas (6.4-8.4% p/p). Otros estudios
informan acerca del contenido de minerales particularmente en K (2.8-3.8% p/p)
seguido de Ca, Mg y P (Vasquez et al., 2019). Tambien se ha demostrado como
una fuente compuestos fendlicos (Mashuni et al., 2020). Ademas, se ha utilizado
la cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) para identificar
otros componentes como: terpenoides (crioplenol), flavonoides derivados del
kaempferol, ramnetina), acidos fendlicos y carboxilicos (acido protocatéquico,
acido salicilico, acido citrico y acido tartarico) y algunos aminoacidos libres
(glutamina, asparaginas, serina y lisina) (Rachmawaty et al., 2018). El Cuadro 5,
resume algunos componentes quimicos de la CMC.

2.3.4 Valorizacion de la CMC

El interés y el uso de los residuos de cacao han aumentado constantemente.
Estos subproductos, incluido la CMC, se han explorado comercial e
industrialmente mediante la investigacion y el desarrollo de patentes,
aprovechando su composicion (Valladares-Diestra et al., 2022). La oportunidad
de valorizar la CMC hacia aplicaciones de valor afiiadido es enorme, dada su gran
abundancia y el hecho de que el cacao se cultiva principalmente en paises en
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vias de desarrollo, en los cuales se ha incentivado el aumento constante en la

produccion cacaotera (Lu et al., 2018). Dependiendo del uso y aplicacién de las

CMC, se han clasificado en aplicaciones de bajo valor a otras de mayor interés

industrial.

Cuadro 5. Composiciéon quimica de la cascara de la mazorca de cacao (g.100 g™
materia seca) adaptado de Vasquez et al. (2019)

Contenido en CPH (% P/P

Compuesto
en materia seca)
Carbohidratos 29.04-32.3
Celulosa 24.24-35.0
Hemicelulosa 8.72-11.0
Lignina 14.6-26.38
Proteinas totales 4.21-10.74
Lipidos 1.5-2.24
Pectinas 6.1-9.2
Cenizas 6.7-10.02
Fibra dietética total 36.6-56.10
Teobromina 0.34

Fenoles totales

Taninos

Minerales

Ca
Cu
Fe
K
Mg
Mn
Na
Se
Zn

4.6-6.9 (g Equivalente de
acido Galico/100 g)
5.2
(mg 100 g' Materia seca)
3230.85

254.0
6.18
5.8
2768.0
110.9
35.72
10.5
0.01
39.74
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2.3.4.1 Aplicaciones de bajo valor de la CMC
2.3.4.1.1 Fertilizante y materia organica del suelo

Tras la extraccion de los granos de cacao, la CMC suele quemarse (Vasquez et
al., 2019) o desecharse en la explotacion y puede funcionar como abono
organico, una practica que afiade materia organica al suelo y permite el retorno
de los nutrientes al suelo y su reciclaje a formas disponibles para las plantas tras
su descomposicion (Aboyeji et al., 2016). Este método es comunmente aplicado
en paises africanos en via de desarrollo como Nigeria y Ghana, dos importantes
productores de cacao (Lu et al., 2018). En condiciones climaticas favorables, la
CMC puede convertirse en un reservorio de hongos patdégenos indeseables,
como Marasmius perniciosus, Phy-tophthora palmivora y P. megakarya. La
Phytophthora spp, es responsable de la podredumbre de la mazorca, o mazorca
negra, una enfermedad que afecta a genotipos de plantas de cacao susceptibles,
y que causa pequefas lesiones oscuras en la mazorca que se extienden
rapidamente por la superficie del fruto y los tejidos internos (es decir, los granos
y la pulpa). La podredumbre negra de la mazorca causa una pérdida de
rendimiento anual del 20% al 30% en todo el mundo, mientras que las
explotaciones individuales pueden sufrir una pérdida de rendimiento anual del
30% al 90% (Acebo et al., 2011).

2.3.4.1.2 Fabricacion de jabén

La CMC también podria ser un material de partida para la fabricacion de jabon
en los paises de Africa occidental, mediante un proceso que incluye etapas de
cenizacion, lixiviacion, filtracidn y concentracion, saponificacion, enfriamiento y
corte. Después de quemar la CMC hasta convertirla en una ceniza que contiene
K20, estas se lixivian con agua y generan la correspondiente potasa de CMC
(hidréxido de potasio, KOH), cada tonelada de CMC fresca generaria unos 6 kg
de potasa (Gyedu et al., 2015). La potasa podria filtrarse mas, concentrarse y

utilizarse en la saponificacién con aceite para producir jabones.
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2.3.4.1.3 Alimentacion animal

Otra aplicacion comun de la CMC es la alimentacion del ganado como alternativa
a la importante acumulacién de residuos en las plantaciones de cacao y sus
minimos requisitos de procesamiento principalmente en puercos, conejos, aves
de corral y peces (Lu et al.,, 2018). Las proteinas, la energia y algunos
micronutrientes de la CMC hacen que sea una adicion ideal a la alimentacién
animal (Nortey et al., 2015). Sin embargo, debe utilizarse en bajas
concentraciones debido a la presencia de teobromina, que se considera un
compuesto perjudicial en la alimentacion animal (Alexander et al., 2008).
Teniendo en cuenta este hecho, la CMC podria ser una valiosa fuente de fibra
dietética que, combinada con otras propiedades, puede transformar este
subproducto en una atractiva fuente de nutricion complementaria para los

animales.

2.3.4.1.4 Carbé6n activado

El carbon activado también puede producirse a partir de la CMC mediante
activacion fisica o quimica. La carbonizacion y la activacion implican un tratamiento
fisico/térmico. En un estudio reciente, el CMC se sec6 a 500 °C con un flujo de N2
(carbonizacién), seguido de la aplicacion de un flujo de CO2 a 650-850 °C durante
30 minutos (activacion) (Tsai & Huang, 2018). El estudio mencionado indica que la
CMC podria utilizarse como fuente alternativa para produccion de carbén activado,
proporcionando una alta superficie y capacidad de adsorcién si se le da un
tratamiento adecuado. El bajo precio de la CMC, comparado con los precursores
tradicionales como la antracita, el carbon o la turba, podria mejorar su potencial

economico con una reduccién de los costes globales de produccion.
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2.3.4.2 Aplicaciones actuales y potenciales de alto valor de la CMC y sus

fracciones

2.3.4.2.1 Fabricacion de papel

En Malasia se han realizado estudios sobre la sustitucion de la fibra de madera por
fibra vegetal, incluida la CMC, para la fabricacion de papel (Daud et al., 2013). Un
contenido alto de celulosa es considerado ventajoso en la industria de la pulpa y
papel porque produce un mayor contenido de pulpa después del proceso de
cocciodn. La lignina es uno de los componentes estructurales de las plantas que
une las fibras de celulosa. Antes de la fabricacién de papel, la lignina debe ser
eliminada de la pulpa porque afecta al rendimiento y disminuye la calidad del papel
(Abdul et al., 2006). La composicion quimica y el estudio morfolégico indicaron que
la CMC produciria una pulpa para las industrias papeleras comparable a la de los

recursos madereros (Daud et al., 2013).

2.3.4.2.2 Biocombustibles

La CMC esta principalmente compuesta por cenizas (9.1%), celulosa (35%),
hemicelulosa (11%), lignina (14.6%) (Campos et al., 2018). Por otro lado,
polisacaridos, como la celulosa y hemicelulosa, que son ricos en azucares
fermentables (C5 y C6), muestran un gran potencial para la produccién de
biocombustibles de segunda generacion y otras biomoléculas (Valladares et al.,
2021), ademas de moléculas plataforma (Igbinadolor & Onilude, 2013; Mansur et
al., 2014).

El proceso fundamental de produccién de biocombustibles a partir de biomasa
lignocelulésica mediante fermentacidn implica pasos de pretratamiento para
aumentar la susceptibilidad de la celulosa/hemicelulosa a la hidrdlisis enzimatica,
lo que conduce a la produccion de monosacaridos asimilables. La hidrdlisis

enzimatica de la biomasa lignocelul6sica da lugar a un licor que contiene mezclas

31



de azucares hexosas y pentosas, fermentadas por cepas de levadura. En otros
procesos las CMC se han carbonizado a 400 °C por 2 horas, obteniéndose un alto
valor calorifico (17 MJ Kg') con alto contenido de cenizas (Syamsiro et al., 2012),
esto demuestra el potencial de las cascaras como fuente de engeria renovable.

En otros estudios, Olatundun et al. (2020), han mostrado la capacidad catalitica de
CMC en mezclas con otros componentes para la sintesis de Biodiesel a través de
la transesterificacion de aceites, de varios origenes vegetales. Acebo et al. (2018)
utilizaron la CMC para producir metano. Su trabajo consistio en evaluar el potencial
bioenergético de la CMC mediante digestion anaerdbica donde se demostré que
hasta el 50% de la materia organica de los residuos de cacao se transformo en
biogas con un contenido de metano del 60%. Ademas, Adjin-Tetteh et al. (2018)
estudio la conversion térmica de CMC para la produccion de bioaceite a traveés del
proceso de pirolisis rapida, demostrando que la CMC es una excelente materia
prima para la pirolisis. Adicionalmente, Sandesh et al., (2020) ha estudiado
sistemas de fermentacion de CMC en acetona-butanol-etanol, utilizando
Clostridium Acetobutilicum MTCC11274ABE como pretratamiento una hidrolisis
acida. Recientemente, se ha probado un motor modificado de encendido por
compresion, generalmente utilizado en la generacion de energia a pequeia escala,
para trabajar con diésel y gas producto de cascaras de mazorcas de cacao
(Chockalingam et al., 2022)

2.3.4.2.3 Pectinas

La CMC es considerada una excelente fuente de fibra dietética soluble, que incluye
la pectina, B-glucano, oligosacaridos y algo de hemicelulosa (Yapo et al., 2013).
Se estima que la pectina es un ingrediente importante en los productos
alimentarios por sus propiedades gelificantes, formadoras de pelicula y
espesantes, que pueden mejorar la textura y la estabilidad de los productos
alimenticios. La pectina de la CMC puede extraerse por diferentes métodos
quimicos, fisicos o fisicoquimicos. Los tratamientos quimicos que emplean acidos
inorganicos como catalizadores son los métodos mas comunes para la extraccion

de pectina (Chen et al., 2021). Para reducir derivados téxicos para la salud y el
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medio ambiente, recientemente se han usado acidos organicos como el acido
acetico, el acido ascorbico o el acido citrico como alternativas ecologicas al
proceso de obtencion de pectina (Van Hung et al., 2021). Actualmente se ha
implementado el uso de extraccion de pectina asistida por microondas con
exclelentes rendimientos y una alta contribucion a los procesos verdes (Sarah et
al., 2022).

2.3.4.2.4 Antioxidantes alimentarios: Compuestos fendlicos

Los métodos habituales de extraccion de compuestos fendlicos de la CMC incluyen
el uso de disolventes organicos. La eficacia de la extraccion puede variar en
funcioén de las propiedades quimicas de los disolventes organicos (Lu et al., 2018).
Se ha determinado el contenido fendlico total del extracto etandlico al 70% y
extracto acetonico: agua (7:3) obteniéndose respectivamente los valores: 94.92
GAE/g, 49.92 GAE/g. Mientras que la actividad antioxidante de los mismos
extractos respectivamente tuvo los siguientes valores: 88.16%, 44.11%
(Rachmawaty et al., 2019). En otros trabajos, Valadez et al., (2018) utilizaron la
extraccion con fluidos supercriticos, considerada una tecnologia verde, para
extraer compuestos fendlicos de la CMC. Se han identificado varios compuestos
fendlicos mediante LC-MS/MS, en la CMC fresca encontrandose catequina
(36%), quercetina (21%), epicatequina (21%) y acidos galicos (11.3%), cumarico
(6.5%) y protocatéquico (4.5% del total de compuestos fendlicos). El contenido
de fenoles totales, flavonoides y flavonoles de la CMC fresca fue de 3.24 mg
GAE/g, 0.97 mg y 0.34 mg de epicatequina equivalente (EE)/g, respectivamente
(Valadez et al., 2017). Tambien se ha estudiado el efecto de las microondas para
la extraccion de compuestos fendlicos, como un metodo rapido y eficiente en un

contexto verde (Mashuni et al., 2020).

2.3.4.2.5 Compuestos volatiles

Tiburcio (2017) logro identificar 50 compuestos volatiles en la CMC mediante
SPME (5/95% Carboxeno/Polidimetilsiloxano, 75 ym) seguido de desorcion y
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separacion en columna GC 95% PDMS, 5% fenilo (30mx0,25 mm, 0,25 ym de
espesor de pelicula). Estos compuestos consistian en 16 alcoholes, 11
hidrocarburos, 8 aldehidos, 7 cetonas, 5 ésteres, 2 aminas y acido isovalérico.
Sin embargo, la fermentacion en estado sélido de CMC con Rhizopus stolonifera
NRRL 28169 (incubada en un agitador rotatorio a 100 rpm, 30 °C, pH 5,5, 7 dias)

redujo el numero (de 50 a 33) de compuestos volatiles identificados.
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3 CUANTIFICACION DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO DE CASCARA
DE MAZORCA DE CACAO DE TRES VARIEDADES

3.1 Resumen

La produccion de combustibles y otros productos a partir de los recursos fésiles
acarrea una serie de problemas econdmicos y socioambientales. Una de las
alternativas que contribuiran a reducir la dependencia de los recursos fésiles y
los inconvenientes de su uso, es la biomasa lignocelulésica. Continuamente, se
ha incrementado el interés por esta materia prima para su conversién en
biocombustibles y productos quimicos, por lo tanto, el analisis composicional de
las distintas fracciones de la biomasa lignocelulosica, permite conocer las
proporciones de los diferentes constituyentes de este material, generando
informacion necesaria para aprovechar de manera oOptima estos recursos.
Sumado a lo anterior, el aprovechamiento de biomasa residual o desechos
derivados de la agroindustria, como materia prima de facil disponibilidad, de
amplia produccion, hoy dia adquiere cada vez mas importancia. Una fuente
atractiva para estos propdsitos es la gran cantidad de biomasa residual,
proveniente principalmente de la cascara de la mazorca del cacao (CMC),
durante el procesamiento del cacao (Theobroma cacao L.). Este residuo que
permanece subexplotado, emerge como una como fuente de celulosa,
hemicelulosa, lignina y otros subproductos de interés industrial. El objetivo de
este trabajo consistié en cuantificar por métodos convencionales, las distintas
fracciones de lignoceluldsicas en la CMC de tres variedades de cacao cultivadas
en Tabasco, México (carmelo, trinitario y forastero). Se observo que las
variedades con mayor cantidad de sustancias extraibles fueron carmelo y
trinitario, 23.8+0.9 y 24.7+0.78 respectivamente, las variedades con mayor
contenido de lignina fueron forastero y trinitario, 26.3 + 0.56 y 25.3 + 0.06
respectivamente, la variedad con mayor cantidad de celulosa fue forastero,
28.71£0.05, la cantidad de hemicelulosa encontrada en las tres variedades fue
igual mientras que la variedad con mayor cantidad de cenizas fue forastero,
6.7+0.08.

Palabras clave: CMC, biomasa, celulosa, hemicelulosa, lignina
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QUANTIFICATION OF LIGNOCELLULOSIC MATERIAL FROM COCOA POD
HUSKS OF THREE COCOA VARIETIES

Abstract

The production of fuels and other products from fossil resources entails a series
of economic and socio-environmental problems. One of the alternatives that will
contribute to reducing dependence on fossil resources and the disadvantages of
their use is lignocellulosic biomass. The interest in this raw material for its
conversion into biofuels and chemical products has continuously increased,
therefore the compositional analysis of the different fractions of lignocellulosic
biomass allows knowing the proportions of the different constituents of this
material, generating the necessary information to take advantage of these
resources in an optimal way. In addition to the above, the use of residual biomass
or wastes derived from agroindustry, as a raw material of easy availability and
wide production, is becoming more and more important nowadays. An attractive
source for these purposes is the large amount of residual biomass, mainly from
the cocoa pod husk (CPH), during the processing of cocoa (Theobroma cacao
L.). This residue, which remains underexploited, emerges as a source of
cellulose, hemicellulose, lignin and other by-products of industrial interest. The
objective of this work was to quantify by conventional methods, the different
lignocellulosic fractions in the CMC of three cocoa varieties grown in Tabasco,
Mexico (carmelo, trinitario and forastero). It was observed that the varieties with
the highest amount of extractable substances were carmelo and trinitario,
23.8+0.9 and 24.7+0.78 respectively, the varieties with the highest lignin content
were forastero and trinitario, 26.3 + 0.56 and 25.3 £ 0. 06 respectively, the variety
with the highest amount of cellulose was forastero, 28.7+0.05, the amount of
hemicellulose found in the three varieties was equal while the variety with the
highest amount of ash was forastero, 6.7+0.08.

Keywords: CPH, biomass, cellulose, hemicellulose, lignin
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3.1 Introduccion

La demanda de energia mundial ha aumentado en los ultimos afios, el uso
excesivo de combustibles fosiles ha tenido efectos en la economia y en el
medioambiente, principalmente por el incremento imprevisto de las emisiones de
gases de efecto invernadero. El prondstico de un inevitable agotamiento de los
recursos petroliferos fésiles se ha convertido en una razén importante para
desarrollar el concepto de fuentes sostenibles de energia renovable y productos
quimicos (Kothari et al., 2022). En este contexto, la biomasa lignocelulosica,
emerge como una materia prima esencial, dada su: renovabilidad bioldgica,
buena disponibilidad y abundantes reservas (van Swaaij et al., 2015, Boro et al.,
2022). Por otro lado, la generacién de grandes cantidades de residuos organicos,
actualmente etiquetados como biomasa residual, en algunos casos se ha
convertido en un inconveniente de la agroindustria, ya que no se dispone de
estrategias soélidas para el aprovechamiento de esta (Singh et al., 2021). Un
ejemplo notable es la biomasa residual generada en la industria del cacao
(Vasquez et al., 2019), si se tiene en cuenta que la produccion anual de cacao es
de aproximadamente 4.7 millones de toneladas de granos de cacao, de los cuales
sb6lo el 10% corresponde al grano de cacao y los demas componentes
corresponden en gran numero a residuos como: la CMC, la pulpa, mucilago y la
cascarilla del grano de cacao. En particular la CMC, la cual es liberada y
desechada al abrir el fruto cosechado, representa cerca del 70-80% del peso
seco del fruto entero (Prabhakaran, 2010). Este material es bastante prometedor
como materia prima ya que en los ultimos afios, ha existido un constate interés
para diversificar e implementar nuevos usos para este componente de la

biomasa residual de la produccion de granos de cacao.

El uso de estos residuos (CMC), se destaca principalmente como fuente de
nutrientes y compuestos de interés en la industria alimentaria como posibles
ingredientes, o incluso aditivos (de Souza et al., 2022). La idea actual consiste
en usar la biomasa residual para fortalecer la cadena de valor del cacao,

aumentar la rentabilidad econdmica del cultivo para los productores y reducir los
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impactos ambientales. La biorrefineria es el concepto que engloba estos
propdsitos estableciendo como nucleo central la produccion de biocombustible y
productos quimicos a partir de la biomasa, mediante un ciclo sostenible con un
balance cero o muy cercano a cero con respecto al carbono, permitiendo asi el
desarrollo de una economia ambientalmente sostenible (Chavez, 2019). De
manera general, los constituyentes sobresalientes de la biomasa lignoceluldsica
corresponden a celulosa (40-60%), hemicelulosa (20-40) y lignina (20-30%), con
base en lo anterior, el primer paso para futuros aprovechamiento de cualquier
material lignoceluldsico, consiste en la determinacion de dichos componentes
dado que varian de acuerdo al tipo de planta (Saravanan et al., 2022).De acuerdo
a lo anterior, en este trabajo se propone determinar las proporciones de los
constituyentes principales de la biomasa lignocelulésica de cascaras de mazorca
de cacao, en tres distintas variedades de cacao cultivado en México. Esta
informacion es indispensable para valorizar este material y ofrecerlo en un futuro,
como una alternativa viable en el desarrollo y aplicacion de nuevas fuentes de

energia alternativa y renovable en México.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Material vegetal

Las cascaras de la mazorca de cacao de las variedades carmelo, forastero y
trinitario fueron adquiridos en la Rancheria Rio Seco, en el municipio de
Cunduacan, en el estado de Tabasco, México. [18°04'00"N y 93°10'00"W]. Las
CMC fueron posteriormente trasladadas al laboratorio de productos naturales,
departamento de preparatoria agricola, Chapingo, Edo de México, México. A Las
cascaras se les retiro material ajeno a estas para posteriormente secarlas a
temperatura ambiente por una semana para reducir su contenido de humedad.
Las muestras de CMC para analisis se prepararon en concordancia con las
normas TAPPI T264 cm-97, Preparation of Wood for chemical analisis; T257,
Sampling and preparing Wood for analysis, estos métodos describen el
procedimiento para preparar muestras de madera para analisis quimicos y T204
cm-97, Solvent extractives of Wood and Pulp que describe el procedimiento para
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determinar la cantidad de material soluble en disolvente, no volatil en madera. El
procedimiento consistié en reducir el tamano de particula de las cascaras por
medio de molienda, luego el material se tamiz6 y se separd por tamafio de
particula (Figura 9). El tamafio seleccionado fue de 250 um (malla 60), este
material secé hasta peso constante. El siguiente paso consistié en retirar los
extraibles de las cascaras mediante el uso del sistema Soxhlet utilizando como
disolventes hexano, diclorometano y metanol, utilizando 10 g de muestra seca.
Por cada variedad se realizaron triplicados y un blanco. Los disolventes fueron
eliminados a presion reducida en un rotavapor (Blichi® Rotavapor R-300, Suiza)
obteniéndose extractos concentrados, los cuales fueron secados, pesados y
almacenados (Figura 10). El material lignocelulosico de cascaras molidasy libres
de extraibles, se seco y se peso. Los resultados se expresaron en porcentaje en
base seca. A partir de este material libre de extraibles, se determinaron los

contenidos de celulosa, holocelulosa, lignina.

COLECTA FRUTOS DE CACAO QUEBRADO Y EXTRACCION
DE LA SEMILLA

L

MATERIAL MOLIDO SECADO
LIGNOCELULOSICO DE
CASCARA DE CACAO (CMC)

Figura 10. Proceso inicial de preparacion de muestras de cascara de mazorca
de cacao, obtencién de material lignocelulésico seco y molido
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Figura 11. Obtencion de extraibles de CMC.

3.4.2 Cuantificacion de material lignocelulésico
3.4.2.1 Lignina insoluble en acido (Lignina Klason)

El primer componente a determinar fue la lignina, el procedimiento se realizé
acorde a la norma TAPPI 222 om-02. El método mas comun y de facil
implementacion es el método Klason. En este método los carbohidratos en la
muestra son hidrolizados y solubilizados en acido sulfurico, la lignina insoluble en
acido es filtrada, secada y pesada. Por cada variedad de cascara molida se
realizarontriplicados. Se pes6 1.0 + 0.1 g de muestra libre de extraibles y seca en
un vaso de precipitados para posteriormente afiadir gradualmente 15 mL acido
sulfarico al 72%, con agitacion constante. Los vasos con muestra se mantuvieron
en bafio de agua a 2 £ 1 °C durante la dispersion de material. Después de que
la muestra fue dispersada, el vaso de precipitados se cubrid con un vidrio de reloj
y se mantuvo en bafo de agua a 20 £ 1 °C por dos horas. La muestra se agitd
frecuentemente durante el tiempo sefialado para garantizar una disolucién
completa. Después de haber transcurrido 2 horas se afadié 300 mL de agua
destilada al vaso de precipitados y se transfirid la mezcla a un matraz bola de
fondo plano de 1 L para luego aforar hasta un volumen total de 575 mL
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alcanzando una concentracion de 3%. El matraz bola fue colocado a ebullicién
por 4 horas en un sistema a reflujo. Después haber transcurrido ese tiempo la
lignina precipito en el fondo del matraz. La lignina fue filtrada en un embudo gooch
con papel filtro previamente pesado, lavada con agua caliente aplicando vacio
hasta que el residuo estuvo libre acido segun lo indicado por el papel tornasol.
La lignina fue secada en estufa a 105 + 3°C hasta peso constante. La lignina fue
enfriada en desecador para posteriormente ser pesada y almacenada (Figura
11). Los resultados se expresaron en porcentaje en base seca.

MUESTRAS DE LIGNINA
SECA

AGITACION Y DISOLUCION ) ~ R FILTRACION

SI TEMA A REFLUJO

Figura 12. Proceso de obtencién de lignina

3.4.2.2 Holocelulosa

La obtencién de holocelulosa se realizé de acuerdo con la norma ASTM D1104
también conocido método de cloracion, la cual define a la holocelulosa como la
fraccién de carbohidratos insolubles en agua de los materiales vegetales. Por
cada variedad de cascara se realizaron triplicados. Se pes6 2.5 g de cascara
molida (250 ym) y libre de extraibles. A la muestra, en un matraz Erlenmeyer, se
le adicionaron 80 mL de agua destilada caliente, 0.5 ml de acido acéticoy 1.0 g
de clorito de sodio. El matraz se mantuvo tapado con un vidrio de reloj en bafo
de agua a 75 £ 5 °C durante una hora, agitando ocasionalmente. Después de
haber transcurrido una hora, se volvio a afiadir 0.5 ml de acido acéticoy 1.0 g de
clorito de sodio. Se repitid el procedimiento hasta acumular un total de 4 horas Al
final de las 4 horas el matraz fue colocado en hielo para enfriarlo. El contenido
del matraz se filtré al vacio a través de un papel filtro previamente pesado. El

53



material retenido en el papel filtro se lavé con agua fria destilada hasta eliminar
el color amarillo y el olor a diéxido de cloro. El material fue lavado con agua
destilada hasta que el residuo estuvo libre acido segun lo indicado por el papel
tornasol y se seco en estufa a 105 + 3°C hasta peso constante. La muestra se
enfrid en desecador y se pesd. Los resultados se expresaron en porcentaje en

base seca.
3.4.2.3 Celulosa

La obtencion de celulosa se realizé de acuerdo con la norma ASTM D103-77. La
holocelulosa libre de extraibles y lignina es tratada con hidroxido de sodio y
después con acido aceético, el residuo se define como a-celulosa. Se pesaron 2 g
de holocelulosa seca por triplicado por cada variedad. En bafio de agua a 20°C,
la muestra en un matraz Erlenmeyer se le agregaron 10 mL de NaOH al 17.5%,
después de 2 minutos, se agité constantemente con la ayuda de una varilla de
vidrio. En intervalos de 5 minutos se adicionaron 5 mL de NaOH hasta un
volumen final de 25 mL. Una vez utilizado el volumen total de NaOH, la mezcla
se dejdé reposar por 30 minutos haciendo un tiempo total de 45 minutos de
tratamiento. Transcurrido ese tiempo se adicionaron 33 mL de agua destilada a
20°C, se mezcld y se dejo reposar una hora. Pasada una hora el material
resultante se filtr6 al vacio en embudo gooch con un papel filtro previamente
pesado, se lavo con una disoluciéon de NaOH al 8.3%. Posteriormente se vertieron
15 mL de acido acético al 10% liberando la succién para que el acido acético
pueda estar en contacto con el material por 3 minutos, transcurrido ese tiempo
se reanudo la succion y se lavé con agua destilada hasta que el residuo estuvo
libre acido segun lo indicado por el papel tornasol. La muestra fue secada en
estufa a 105 + 3°C hasta peso constante y enfriada en desecador para
posteriormente ser pesada. Los resultados se expresaron en porcentaje en base

seca.
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3.4.2.4 Cuantificacion de ceniza

La cuantificacion de ceniza se realizé por triplicado por variedad analizada.
Cuatro gramos de CMC seca fueron colocados en crisoles limpios y previamente
pesados, dichos crisoles fueron introducidos a wuna mufla (marca
Barnstead/Thermolyne Benchtop Muffle Furnaces, Type 47900) durante 6 horas
a 650 °C. Los crisoles fueron enfriados en desecador para posteriormente ser
pesados. Los resultados se expresaron en porcentaje en base seca.

3.4.3 Analisis estadistico

Para la cantidad de extraibles, lignina klason, holoceluosa, celulosa y ceniza se
realiz6 un analisis de varianza (disefio completamente al azar con tres
repeticiones) con el objetivo de identificar diferencias estadisticas (p<0.05) entre
las variedades. Se empled la prueba de comparacion de medias de Tukey. Los
datos fueron analizados con el programa estadistico SAS version 9.1 (SAS
Institute, Inc., Cary, NC, EE. UU).

3.5 Resultados y discusion

3.5.1 Cuantificacién del material lignocelulésico

Los resultados de la cuantificacion del material lignocelulésico de cascara de
cacao se muestra en el Cuadro 6. La cantidad de sustancias extraibles en las
variedades carmelo y ftrinitario fueron muy similares, no mostrando diferencias
significativas, pero diferenciandose en una cantidad mayor a los de la variedad
forastero, encontrandose diferencia significativa en el contenido de extraibles
entre la variedad carmelo y trinitario con la variedad forastero. Como es conocido,
el contenido exacto de las diferentes mezclas de extraibles, depende de varios
factores, aunque en general se pueden encontrar ceras, grasas, resinas,
fitoesteroles, hidrocarburos no volatiles, carbohidratos de bajo peso molecular,
sales y otras sustancias solubles en agua (TAPPI, 1997). En este caso el material
analizado corresponde a variedades de una misma especie de planta
(Theobroma cacao, L.). La diferencia puede asociarse a lugar geografico, que a
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pesar de estar en zonas aledafias, siempre hay variaciones en la calidad de
suelo. Con respecto al arbol en el cual se cort6 el fruto, no se determiné la edad
y el indice de madurez del fruto. Por lo tanto es casi imposible afirmar con
precision el factor determinante en la diferencia de extraibles en las variedades.

El porcentaje de lignina aislada para la CMC de la variedad carmelo resulto ser
menor a las otras dos variedades analizadas, mientras que para las variedades
forastero y trinitario resulto ser similar, no encontrandose diferencias
significativas. El porcentaje de lignina aislado para las tres variedades concuerda
con los rangos encontrados en la literatura para CMC, yendo de 6.7 a 30.18%.
En el caso de la celulosa, las tres variedades fueron diferentes significativamente,
siendo la variedad con mayor cantidad la variedad forastero, seguida de carmelo
y por ultimo trinitario. El porcentaje de celulosa en las tres variedades, concuerda
con los rangos encontrados en la literatura para CMC, yendo de 15.14 a 35.4%.
Para caso de la hemicelulosa no se encontré diferencia significativa entre las
variedades. El porcentaje de hemicelulosa concuerda con el rango de valores
encontrados en la literatura que van de 11.0 a 38.08 %. Mientras que para el caso
de las cenizas las tres variedades son diferentes significativamente entre si, la
variedad que presentd una mayor cantidad fue la variedad Forastero, seguido de
trinitario y por ultimo carmelo. El porcentaje de cenizas concuerda con el rango
encontrado en la literatura que va de 3.7 a 15%. Nuevamente, la diferencia entre
los valores obtenidos entre las variedades, comparada con otras determinaciones
previas, son de origen multifactorial (Sandesh et al., 2020) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Cuantificacidon del material lignoceluldsico de tres distintas variedades
de CMC

Extraibles Lignina Celulosa Hemicelulosa Cenizas

(%) (%) (%) (%) (%)
Carmelo 23.8+.09a 236+091b 28.1+014a 165+099a 46+0.2b
Forastero 20.8+0.15b 26.3+0.56a 28.7+0.05b 16.8+0.09a 6.7+0.08a
Trinitario 24.7+0.78a 25.3+0.06a 27.9+0.05c 16.3+x0.04a 52+0.10c

Promedios (n=3) + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia
significativa. (Tukey, p<0.05)

Variedad
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La comparacién con otros trabajos reportados (Cuadro 7), incluye algunos de
estos factores por ejemplo: Dahunsi et al. (2019) utilizaron CMC proveniente de
Nigeria y no especifican la variedad, mientras que Valladares-Diestra et al. (2022)
utilizaron CMC de la variedad forastero proveniente de Brasil, en ambos casos
se empled la metodologia de Sluiter et al. (2008a) para la cuantificacion de
ceniza; Sluiter et al. (2008b), para la determinacion de extraibles y Sluiter et al.,
(2012) para la determinacion de carbohidratos estructurales y lignina. Los dos
primeros métodos mencionados guardan cierta similitud con los empleados en
este trabajo, sin embargo, el ultimo método se apoya en métodos de separacion
y analisis por HPLC y estandares para llevar a cabo la cuantificacion. Daud et al.
(2013) utilizaron CMC de Malasia y los métodos utilizados son similares a los
usados en este trabajo. Asiedu et al. (2019) utilizaron CMC de Ghana y utilizaron
los métodos de Van Soest y el método de Crampton y Maynard para el contenido
de celulosa. Sandesh et al. (2020) utilizaron CMC de India, para la determinacién
de celulosa y lignina utilizaron el protocolo descrito en Sharma y Sangha (2009),
el contenido de cenizas de acuerdo con el procedimiento estandar de la AOAC
(1990) y la cantidad de hemicelulosa mediante el método descrito en Mertens
(2003). Redgwell et al. (2003) utilizaron CMC de Nigeria y emplearon los métodos
gravimétricos de AOAC (1984).

De acuerdo a lo anterior la diversidad de metodologias hace imposible que se
puedan determinar valores homogéneos o muy discriminantes, para los
componentes quimicos del material lignocelulésico de cascara de mazorca de
cacao. A pesar de ello, los valores para estos componentes del material
estudiado en este trabajo, convergen en lo rangos comunes de los otros estudios

previos.
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Cuadro 7. Composicion quimica de CMC, comparacion con trabajos previos

Celulosa (%) Hemicelulosa (%)  Lignina (%)  Cenizas (%) Extraibles (%) Referencia
(Campos-Vega et
35.0 11.0 14.6 9.1 6.1 al., 2018)
(Dahunsi et al.,
31.7 27.0 21.7 3.7 16.8 2019)
(Valladares-
15.45 11.47 30.18 8.35 33.46 Diestra et al.,
2022)
(Vriesmann et al.,
32.3 214 6.7 15 2017)
(Daud et al.,
35.4 37 14.7 12.3 17.6 2013)
(Asiedu et al.,
23.04 38.08 18.19 2019)
(Sandesh et al.,
28.25 16.75 24.16 9.07 2020)
(Redgwell et al.,
34 22.4 27.9 2003)
(Vasquez et al.,
24.4 11.0 26.38 10.02 2019)
Carmelo?
28.1 16.5 23.6 4.6 23.8 Este trabajo
Forastero?
28.7 16.8 26.3 6.7 20.8 Este trabajo
Trinitario?
27.9 16.3 25.3 5.2 24.7 Este trabajo

a. Valores promedio (n=3) sin incluir la desviacion estandar.

3.5 Conclusion

Se evaluaron las cantidades de los distintos componentes de la biomasa
lignocelulésica de las cascaras de la mazorca de cacao de las variedades
carmelo, forastero y trinitario. Las tres variedades mostraron ligeras variaciones
en cuanto a la cantidad de sustancias extraibles, respecto al contenido de
celulosa las tres variedades resultaron diferentes, contrario a la cantidad de
hemicelulosa donde las tres variedades son similares, en el caso de la cantidad
de cenizas las tres variedades resultaron ser diferentes, respecto a la cantidad
de lignina, las variedades forastero y trinitario son similares, por encima de la
variedad carmelo. Dado que la celulosa y lignina en las tres variedades son el
primer y el segundo componente mayoritario respectivamente, se logré

vislumbrar el potencial de las cascaras de la mazorca de cacao de las variedades
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analizadas como una fuente rica en materiales biopoliméricos de carbohidratos y

biopoliméricos de sistemas aromaticos como la lignina.
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4 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LIGNINAS AISLADAS DE
CASCARA DE LA MAZORCA DE CACAO MEDIANTE ESPECTROSCOPIA
INFRARROJA

4.1 Resumen

La lignina es el biopolimero con estructura aromatica mas abundante, a partir de
esta se pueden obtener combustibles y quimicos, sin embargo, la estructura de
la lignina condiciona su uso final, ademas, la estructura de esta varia de acuerdo
con la fuente y al método de extraccion. La cascara de la mazorca de cacao
(CMC) es una fuente de lignina infra explotada. Conocer la estructura de la lignina
proporciona la informacion para proponer estrategias para valorizar a la CMC
como fuente de lignina para distintos procesos de transformacion de esta. El
objetivo consistio en aislar lignina de la cascara de la mazorca de cacao de tres
distintas variedades (carmelo, forastero y trinitario) por métodos diferentes de
extraccion (klason y organosolv) y mediante el analisis espectroscopico por FTIR
comparar las estructuras encontradas en estas. La cantidad de lignina extraida
de la CMC de la variedad carmelo por el método klason fue de 23.69 + 0.91,
Pereira et al., 2017 8.33 £ .012, Saha et al., 2019 7.67 + 0.01. La cantidad de
lignina extraida de la CMC de la variedad forastero por el método klason fue de
26.33 * 0.56, Pereira et al., 2017 9.42 + 0.12, Saha et al., 2019 8.40 + 0.90. La
cantidad de lignina extraida de la CMC de la variedad trinitario por el método
klason fue de 25.39 £ 0.06, Pereira et al., 2017 8.25 + 0.89, Saha et al., 2019 9.01
+ 0.47. Las ligninas fueron caracterizadas por espectroscopia infrarroja
encontrandose en todos los casos bandas que se asociaron a bandas a los
estiramientos de los grupos hidréxido (-OH), metil y metileno (C-H), anillos
aromaticos (C=C), grupos acido carboxilico y cetona (C=0).

Palabras clave: CMC, lignina, FTIR, klason, organosolv
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STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF LIGNINS ISOLATED FROM
COCOA POD HUSK BY INFRARED SPECTROSCOPY

Abstract

Lignin is the most abundant biopolymer with aromatic structure, from which fuels
and chemicals can be obtained; however, the structure of lignin conditions its final
use, and its structure varies according to the source and extraction method.
Cocoa Pod husk (CPH) is an under-exploited source of lignin. Knowing the
structure of lignin provides information to propose strategies to valorize CPH as a
source of lignin for different lignin transformation processes. The objective was to
isolate lignin from cocoa pod shells of three different varieties (carmelo, forastero
and trinitario) by different extraction methods (klason and organosolv) and by
FTIR spectroscopic analysis to compare the structures found in them. The amount
of lignin extracted from CPH of the carmelo variety by the klason method was
23.69 £ 0.91, Pereira et al., 2017 8.33 £ .012, Saha et al., 2019 7.67 £ 0.01. The
amount of lignin extracted from CPH of forastero variety by klason method was
26.33 £ 0.56, Pereira et al., 2017 9.42 £ 0.12, Saha et al., 2019 8.40 + 0.90. The
amount of lignin extracted from the CPH of the trinitario variety by the klason
method was 25.39 + 0.06, Pereira et al., 2017 8.25 £ 0.89, Saha et al., 2019 9.01
+ 0.47. The lignins were characterized by infrared spectroscopy finding in all
cases bands that were associated with bands to stretches of hydroxyl (-OH),
methyl and methylene (C-H) groups, aromatic rings (C=C), carboxylic acid and
ketone (C=0) groups.

Keywords: CPH, lignin, FTIR, klason, organosolv
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4.2 Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo econbmicamente importante en
paises en desarrollo (Lu et al., 2018). La produccion de cacao en 2019-2020 fue
de 4,735 millones de toneladas en todo el mundo, siendo el continente africano
el que aporta mayor cantidad 74.9 %, seguido de América con 19.1 % y Asia y
Oceania con 6% (International Cocoa Organization , 2022). Durante el
procesamiento del cacao, se desecha entre el 70% y el 80% de la fruta como
biomasa residual, incluidas las cascaras de la mazorca de cacao (CMC) (de
Souza et al.,, 2022). En otras palabras, se generan diez toneladas de CMC
humedo por cada tonelada de cacao en grano seco (Vriesmann et al., 2011). Esta
generacion a gran escala de biomasa residual representa un problema
medioambiental critico para los paises productores de cacao (Vasques et al.,
2019). La CMC esta infra explotada como recurso renovable rico en lignina (Yapo
et al.,, 2013). La lignina tiene un gran potencial en diferentes industrias como
fuente de productos quimicos, combustibles y otros bioproductos (Welker et al.,
2015), el aprovechamiento de estos subproductos podria generar ingresos para
los agricultores, promoviendo asi el desarrollo econémico (Vriesmann et al.,
2011).

La lignina es una macromolécula natural con polifenoles entrecruzados, la
compleja estructura del polimero contiene grupos metoxi, grupos hidroxilos
fendlicos y algunos grupos aldehidos terminales en las cadenas laterales (Zhang
& Naebe, 2021). Las unidades de la lignina son principalmente tres monolignoles,
el alcohol p-cumarilico, el alcohol coniferilico y el alcohol sinapilico (Lee et al.,
2014). Los anillos aromaticos presentes abundantemente en la lignina en forma
de unidades basicas de fenilpropano (Lu et al., 2017), son responsables de la
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propiedad antioxidante (Zhang & Naebe, 2021), Las unidades de fenilpropano
estan unidas por una serie de enlaces caracteristicos, como -O-4, 3-5y B-p, La
lignina contiene tres tipos de fenilpropanoides: p-hidroxifenilo (H), guayacol (G) y
siringilo (S) (Halpin, 2004; Haque et al., 2018;Haque et al., 2021)(Figura 12),
ademas, la estructura quimica de la lignina depende de la especie vegetal y el

meétodo de extraccion (Glasser & Sarkanen, 1989).
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Figura 13. Estructura quimica de la lignina, modificado de Prieur et al., 2017.
Los enlaces B-O-4, -5y B-B’ estan marcados en rojo (Zhang & Naebe, 2021)

La caracterizacion molecular de la lignina es dificil debido a que esta es una red
de macromoléculas enlazadas covalentemente a polisacaridos en la pared
celular y es solamente parcialmente soluble en un rango amplio de disolventes
(Holtman et al., 2010). La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR) es una técnica versatil, rapida y confiable en la caracterizacion de ligninas
(Faix, 1992).

La espectroscopia IR es la técnica mas utilizada en el analisis de grupos
funcionales grupos funcionales. Su determinacion se basa en las sustancias
analizadas que contienen cromoforos. Esta técnica es competente tanto para

muestras solidas como para soluciones de disolventes organicos y solo requiere
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una cantidad muy pequefia de muestra. Es una técnica no destructiva, no
invasiva, de alta sensibilidad, sencilla y rapida. Sin embargo, uno de los retos en
la caracterizacion de la estructura de la lignina por espectroscopia IR es que las
bandas fuertes de los compuestos residuales no ligninicos se superponen a las
bandas caracteristicas de la lignina. EI Cuadro 9 enumera la absorcion IR de la
estructura tipica de la lignina. La absorcion IR a 1515 cm-1 se utiliza a menudo
para la determinacion cuantitativa de lignina (Kolboe y Ellefsen 1962). El FTIR
junto con la reflectancia total atenuada (ATR) puede utilizarse para la evaluacién
de las caracteristicas estructurales de la lignina en diferentes pretratamientos y
etapas de crecimiento (Koivu et al. 2016; Santoni et al. 2015; Yang et al. 2012).
Los analisis cualitativos y cuantitativos rapidos y precisos mediante el uso de
espectroscopia IR se aplican a menudo para los derivados de la lignina, por
ejemplo, las ligninas oxietiladas (Passauer et al. 2016). La espectroscopia FTIR
se considera una forma rapida y eficiente de analizar la lignina de las
biorrefinerias sin pretratamiento de la muestra (Le et al. 2017). Las sefales de
los contaminantes (celulosa, hemicelulosas vy silice) pueden filtrarse

matematicamente.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Material vegetal

Las cascaras de la mazorca de cacao de las variedades carmelo, forastero y
trinitario fueron adquiridos en la zona de Rio Seco y ranchos cercanos, en el
municipio de Cunduacan, en el estado de Tabasco, México. [18°04'00"N vy
93°10'00"W]. Las CMC se trasladaron al laboratorio de productos naturales,
Departamento de Preparatoria Agricola, Chapingo, Edo de México, México. A las
cascaras se les retiro el material remanente de mucilago, seguidamente se las
se secaron a temperatura ambiente por una semana para reducir su contenido
de humedad. La preparacion de las muestras para los pretrtamientos y analisis
se efectud por aplicacion de las normas TAPPI T264 cm-97, Preparation of Wood
for chemical analisis; T257, Sampling and preparing Wood for analysis, y T204
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cm-97, Solvent extractives of Wood and Pulp. El pretratamiento inicial del material
material lignocelulosico (CMC), consistio en la reduccion de tamafio mediante
molienda, seguidamente se seleccioné una malla de 60 para tamizar el material
molido, obteniéndose un tamafo de particula de 250 ym, este material se secé
hasta peso constante. El siguiente paso fue retirar los extraibles de las cascaras
mediante el uso del sistema Soxhlet, utilizando como disolventes hexano,
diclorometano y metanol, utilizando 10 g de muestra seca. Por cada variedad se
realizé el protocolo por triplicado y un blanco. Los disolventes se eliminaron a
presidn reducida en un rotavapor (Buchi® Rotavapor R-300, Suiza) obteniéndose
extractos concentrados, los cuales fueron secados, pesados y almacenados. El
sélido remanente (cascaras molidas y libres de extraibles), se sec6 y almaceno
para los tratamientos y analisis. Adicional a las cascaras de cacao se adquirio
aserrin de madera de pino silvestre, adquirido en el municipio de Texcoco Estado

de México y lignina Kraft adquirido de Sigma Aldrich ®.

4.3.2 Extraccion de lignina insoluble en acido (lignina Klason)

La obtencion de lignina se realizé acorde a la norma TAPPI 222 om-02. En este
meétodo los carbohidratos en la muestra son hidrolizados y solubilizados en acido
sulfarico, la lignina insoluble en acido es filtrada, secada y pesada. Por cada
variedad de cascara molida se realizaron triplicados. Se pes6 1.0 + 0.1 g de
muestra libre de extraibles y seca en un vaso de precipitados para posteriormente
anadir gradualmente 15 mL acido sulfurico al 72% mientras se agitaba con una
varilla de vidrio. Los vasos con muestra se mantuvieron en bafio de aguaa 2 £+ 1
°C durante la dispersion de material. Después de que la muestra fue dispersada,
el vaso de precipitados se cubrié con un vidrio de reloj y se mantuvo en bafio de
agua a 20 + 1 °C por dos horas. La muestra se agité frecuentemente durante el
tiempo sefialado para garantizar una disolucion completa. Después de este
tiempo, se anadieron 300 mL de agua destilada al vaso de precipitados para
transferir el material a un matraz bola de fondo plano de 1 L y y luego aforar hasta
un volumen total de 575 mL. El matraz bola fue colocado a ebulliciéon por 4 horas
en un sistema a reflujo, obteniéndose el precipitado en el fondo del matraz, una
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vez transcurrido este tiempo. La lignina fue filtrada al vacio en un embudo gooch
con papel filtro previamente pesado, se lavdé con agua caliente hasta que el
residuo estuvo libre acido segun lo indicado por el papel tornasol. La lignina fue
secada en estufa a 105 + 3°C hasta peso constante. Finalmente, la lignina fue
colocada en un desecador para posteriormente ser pesada y almacenada. El

procedimiento también se realizé para el aserrin de madera de pino.

4.3.3 Extraccion de lignina Organosolv por el método propuesto por
Pereira et al., 2017

La extraccion de lignina Organaolv se realizé de acuerdo con el procedimiento
utilizado por Pereira et al. (2017). Por cada variedad se realizaron triplicados. Se
pesaron cinco gramos de cascara seca, molida, y libre de extraibles, esta
cantidad de material se colocoé en un matraz bola de fondo plano a ebullicion en
un sistema a reflujo en una mezcla de etanol/ agua (75/15, v/v), mas 3 mL de
acido sulfurico como catalizador durante 24 horas, para obtener una disolucion
rica en lignina. La mezcla se filtré6 en embudo gooch con un papel filtro para retirar
la cascara residual. La disolucion rica en lignina fue concentrada a presion
reducida en un rotavapor (Buchi® Rotavapor R-300, Suiza). Seguidamente se le
afadio agua para promover la precipitacién de la lignina, el precipitado obtenido
se filtré en un filtro gooch con un papel filtro previamente pesado, se hicieron
varios lavados con agua destilada hasta confirmar la ausencia de acido por medio
de lo observado en el papel tornasol. La lignina se seco en estufa a 105 + 3°C
hasta peso constante y colocada en un desecador para posteriormente ser
pesada, los resultados se expresaron en porcentaje en base seca.

4.3.4 Extraccién de lignina Organosolv por el método propuesto por Saha
et al., 2019

La segunda extraccion de lignina Organaolv se realizd de acuerdo con el
procedimiento utilizado por Saha et al. (2019). Por cada variedad se realizaron
triplicados. Se pesaron 10 gramos de cascara seca, molida, y libre de extraibles,

se colocaron en un sistema de extraccidon soxhlet. La mezcla utilizada de
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disolvente fue de 0,4% v/v de HCl y 3% v/v de agua en 1,4-dioxano. Se afiadio
una pequefa cantidad de agua para evitar la formacion de perdxido, mientras
que la adicion de HCI se recomienda para aumenta el rendimiento. La extraccion
se realiz6 hasta que no se observaba algun color en la mezcla que se depositaba
en la camara de extraccion. Como resultado se obtuvo una disolucion de dioxano
rica en lignina, esta disolucion fue concentrada a presion reducida en un
rotavapor (Buchi® Rotavapor R-300, Suiza). La lignina fue precipitada afiadiendo
agua tibia/cloruro de amonio, en una proporcion de (7:1) (Persson, 1949; Witcraft,
1949; Pepper et al., 1959). La lignina fue filtrada en un embudo gooch con un
papel filtro previamente pesado, se lavé con agua destilada hasta que el residuo
estuvo libre acido segun lo indicado por el papel tornasol, fue secada en estufa a
105 + 3°C hasta peso constante. La lignina fue enfriada en desecador para
posteriormente ser pesada y almacenada. Los resultados se expresaron en

porcentaje en base seca.

4.3.5 Acetilacion de ligninas klason

Para derivatizar la lignina se realizd una reaccion de acetilacion, sobre la lignina
tipo klason de las tres variedades de CMC, igualmente la lignina del aserrin de
pino. El procedimiento se hizo a microescala colocando 80 mg de lignina, 0.175
mL de trietilamina (EtsN), mas 0.11 mL de cloruro de acetilo (CH3COCI) disueltas
en 7 mL de diclorometano, la mezcla de reaccion se colocd por 24 horas en
agitacion a temperatura ambiente. Al término de la reaccion de acetilacion, se
filtro la fase liquida organica en un embudo Hirch, con papel filtro para retener los
restos de material solido insoluble. A la fase organica (CH2Cl.) se le realizaron 3
lavados con agua destilada, seguidamente se seco con sulfato de sodio anhidro
y luego se elimind el disolvente a presion reducida en un rotavapor (Buchi®
Rotavapor R-300, Suiza), la muestra se obtuvo como un liquido vitreo y se

almaceno para analisis posteriores.

4.3.6 Analisis espectroscopico por FTIR-ATR
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Todos los espectros de infrarrojo fueron adquiridos por medio de un equipo FTIR
Cary 630 Agilent Technologies, equipado con un médulo ATR en un método en
el cual se aplicaron 128 Scanes y una resolucién de 0.16. Se caracterizaron
mediante Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared (ATR FT-IR),
las ligninas aisladas por tres métodos de extraccion, Klason, (Pereira et al., 2017)
y (Saha et al., 2019), para las CMC de las variedades carmelo, forastero y
trinitario, ademas, se adquirieron espectros de lignina Kraft de Sigma Aldrich®
como patron de referencia y lignina Klason de aserrin de madera de pino.
ademas, se realizo la caracterizacion de ligninas klason acetiladas de las tres

variedades de CPH y aserrin de pino.

4.4 Resultados y discusiéon

4.4.1 Obtencidn de ligninas tipo Klason y Organosolv

Inicialmente se llevd a cabo el aislamiento y obtencion de lignina por tres
diferentes métodos (Figura 13), los rendimientos de las ligninas aisladas de CMC
de distintas variedades por diferentes métodos, se muestran en el Cuadro 8
expresados en porcentaje con respecto a la base seca. El porcentaje de lignina
klason obtenido de las tres variedades concuerda con los rangos encontrados en
la literatura para CMC, yendo de 14.6 a 27. 9% (Asiedu et al., 2019; Sandesh et
al., 2020; Redgwell et al., 2003; Vasques et al., 2019; Campos et al., 2018).
Actualmente no se encuentran reportados en la literatura valores de lignina
aislada de CMC por los métodos organosolv propuestos por Pereira et al. (2017)
y Saha et al. (2019) ya que estos son métodos mas recientes. En el trabajo de
Pereira et al. (2017) para cascara de arroz se obtuvo un rendimiento de 10.72
con el método propuesto, mientras que utilizando el método Klason obtuvieron
22.35 + 1.2% de lignina.

Si se comparan los datos obtenidos en este trabajo para la lignina de CMC de las
distintas variedades extraidas por el método organosolv-l, se puede afirmar que
estos subestiman la cantidad de lignina al igual a lo ocurrido en cascara de arroz.
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Cuadro 8. Rendimiento de extraccion de lignina de tres métodos diferentes en
tres CMC de distintas variedades

Método
Pereira et al. (2017) Saha et al. (2019)
Klason (%)
. (%) (%)
Variedad
Carmelo 23.69 + 0.91 8.33+.012 7.67 +£0.01
Forastero 26.33 £ 0.56 9.42 +£0.12 8.40 £ 0.90
Trinitario 25.39 + 0.06 8.25+0.89 9.01 + 0.47

En el caso del método organosolv-Il, se reporta un rendimiento de 15% de lignina
para los residuos del descortezado de bambu en la industria papelera mientras
que Sasaki et al. (2013) reporta para bambu crudo un contenido de 25.9 % de
lignina Klason. Si bien no se trata de las mismas caracteristicas en el bambu
analizado, los datos sugieren que es menor el rendimiento del método
organosolv-Il propuesto por Saha et al. (2019). De acuerdo con lo anterior, el
contenido de lignina obtenido por métodos diferentes y en variedades distintas
de CMC es alto, por lo cual se considera a este material como una fuente

potencial de lignina.
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Figura 14. Ligninas aisladas de CMC. a) Klason variedad carmelo, b) Organosolv
Pereira variedad carmelo, c) Organosolv Saha variedad carmelo, d) Klason variedad
forastero, e) Organosolv Pereira variedad forastero, f) Organosolv Saha variedad
forastero, g) klason variedad trinitario, h) Organosolv Pereira variedad trinitario, i)
Organosolv Saha variedad trinitario, k) lignina kraft, j) lignina Klason de aserrin de pino

4.4.2 Caracterizacion de las ligninas mediante FTIR

Todas las muestras de las ligninas aisladas se obtuvieron en estado sdlido y
totalmente insoluble en disolventes organicos o agua. Lo anterior justifica la
seleccion de la espectroscopia IR, la cual es la técnica mas utilizada en el analisis
de grupos funcionales organicos principalmente. El analisis, solo requirid una
pequefia cantidad de muestra (10-15 mg) conservandose el caracter no
destructivo, no invasivo y de alta sensibilidad de la técnica. Sin embargo, dada la
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complejidad estructural de la matriz de analisis y la posible aparicion de bandas
asociadas a compuestos residuales no ligninicos, se usaron datos de la literatura;
en los cuales se describen bandas caracteristicas asociadas a las unidades
constituyentes de la lignina como se muestra en el Cuadro 9.

Nuestro primer estudio corresponde a la determinacién de espectros de FTIR
junto con la reflectancia total atenuada (ATR), como herramienta la evaluacién
de las caracteristicas estructurales de las ligninas aisladas por el método Klason
de las distintas variedades (carmelo, trinitario y forastero) de CMC y como

material comparativo lignina Kraft y de aserrin de madera de pino.

Cuadro 9. Absorcion IR de los componentes tipicos de la lignina

Longitud de onda/cm™1 Asignacion Grupos funciona_les.y estructuras
en la lignina
3400-3600 Estiramiento O-H Grupo hidroxilo libre
3100-3400 Estiramiento O-H Grupo hidroxilo asociado
2820-2960 Estiramiento C—H -CH2, -CH3
2920 Estiramiento O—-H Hidroxilo carboxilico
2650-2890 Estiramiento C-H Grupo metilo en el metoxilo
1771 Estiramiento C=0 Carbonilo aromatico
1700-1750 Estiramiento C=0  C®!onas, carbonilos y grupos
ésteres no conjugados
1722 Estiramiento C=0 Carbonilo alifatico
1650-1680 Estiramiento C=0 Carbonilo y Carboxilo
conjugado p-sustituido
Vibracion esquelética .
1500-1600 aromatica Anillo de benceno
1425, 1460 Deformacion C-H ~~CH2 ~CH3y C-H del anillo de
Benceno
1360-1370 Flexién C-H -CH2,-CH3
1325-1330, 1230-1235 Estiramiento C-O Anillo de siringilo
Estiramiento C-O
1270-1275 y V|braC|on_ C=C Anillo de guayacilo
en el anillo
aromatico
1215 Estiramiento C-O y C-C Eter
1140 Estiramiento C—H Guayacilo
1130 Estiramiento C-H Siringilo
1088 Estiramiento C-O Alcohol secundario y éter alifatico
1030 Estiramiento C-O y C-C Anillo arométicg y alcohol
primario
750-860 Estiramiento C—H Anillo aromatico
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La Figura 14, muestra los distintos espectros determinados, en ellos se puede
apreciar una tendencia muy marcada hacia ciertas bandas caracteristicas de
grupos funcionales correspondientes al biopolimero. Todas las ligninas extraidas
de distintas variedades muestran una banda ancha entre 3400-3260 cm
atribuida al estiramiento O-H, de los grupos hidroxilos tipo fendlico y/o, los de
alcoholes libres R-OH, y estructuras alifaticas. La serie de bandas de baja
intensidad que aparecen en la region 2900 y 2800 cm™, se asocian a estiramiento
del C-H de los grupos metoxilos (-OCHj3) del anillo aromatico y de los grupos metil
(CH2) y metileno (CH) de las cadenas laterales.

——Carmelo ——Forastero Trinitario ——Aserrin  ——Lignina Kraft

;\ / f\/\\“ /,
% \'\@ <

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wavenumber (cm™)

o
sobretonos

Figura 15. Espectros completos de IR de las ligninas aisladas de CMC de distintas
variedades, lignina de aserrin de madera de pino por el método Klason y lignina Kraft

Una region muy importante también es la observada entre 1700 y 1680 cm™
correspondiente a la region del grupo carbonilo/carboxilo. Las bandas de
mediana intensidad que aparecen como un pequefio hombro en 1680 cm™,
pueden asociarse al estiramiento del enlace C=0 del carbonilo conjugado ya sea
con un doble enlace o en este caso un anillo aromatico. En los modelos

estructurales para lignina, estas sefales aparecen en sistemas bastante
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oxidados. En nuestro caso no se promovio algun proceso oxidativo, la otra
posibilidad es la presencia de estructuras de carbonilos conjugado de esteres
pertenecientes a la unidades de p-hidroxibenzoato de sinapilo (SP) (Figura 14).
En la regién de 1515-1520 cm™, encontramos sefiales de notable intensidad
asociada a las vibraciones del anillo aromatico, esta sefal no discrimina el tipo
de unidad a la que pertenece el anillo aromatico en la lignina. Igualmente, las
vibraciones combinadas con deformaciones de los enlaces C-H del anillo
aromatico en la regién de 1460 cm™', son comunes para todas las ligninas y lo
unico discriminante es la intensidad de la sefial. En esa misma region a 1420 cm-
1 aparecen ademas de vibraciones esqueléticas del anillo aromatico, vibraciones
de flexion de O-CH3z del metoxilo y vibracién de CH.. Las regiones menores de
1400 cm™, son las que presentan mayor dificultad para realizar una asignacion,
esto es debido a varios modos de vibracién de los enlaces que se concentran en
esta zona espectral. A pesar de ello, todas las muestras de lignina presentan
estiramientos caracteristicos para la unidad de Guayacol (G) en 1260 cm™, en el
caso de siringilo (S) debe notarse una sefal intensa en la zona de 1300-1370 cm”
', en nuestros espectros no aparece una sefial notable en esta zona, lo que indica
mayor numero de unidades de guayacilo que siringilo en este tipo de ligninas. La
zona espectral en 1130 cm™' asocia a vibraciones complejas asociadas al C-O de
unidades de siringilo y cerca de 1000 cm™' estiramientos similares C-O y C-C de
anillo aromatico y alcohol primario. Cerca de 820 cm', encontramos vibraciones
C-H fuera del plano de los carbonos del anillo no sustituidos en las unidades de
guayacol, sin una variacion en la intensidad para cada tipo de variedad.
Finalmente, en todas las variedades de lignina se observan sobretonos en la
region de 2100 cm™ (Figura 14).

Adicionalmente a esta caracterizacion, se hicieron analisis a las muestras de
lignina obtenidas por otros métodos, como es el caso del metodo propuesto por
Pereira (2017) y Saha (2019) (Figura 15y 16). Este par de métodos de extraccion
de lignina son de tipo organosol. El analisis de los espectros de IR, muestra una
caracteristicas estructurales muy similares a las obtenidas por el metodo Klason
(Figura 14).
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LIGNINA METODO PEREIRA
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Figura 15 Espectro completos de IR de las ligninas aisladas de CMC de distintas
variedades por el método propuesto por Pereira et al., 2017

LIGNINA METODO SAHA
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Figura 16. Espectro completos de IR de las ligninas aisladas de CMC de distintas
variedades por el método propuesto por Saha et al., 2019
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En los dos métodos organosolv, se observa pequehas variaciones en
intensidades, principalmente en las zonas de alta complejidad de sefiales, se
puede observar en la region de 1100 cm™, ensanchamiento de sefiales, esto se
asocia a interacciones con residuos del disolvente organico (etanol, dioxano, etc),
o com impurezas liberadas por dichos disolventes, como acidos grasos. Sin
embargo de manera general se observa una tendencia en el patron de sefiales

en IR, muy similar al de la lignina Klason.

En otro analisis se caracterizaron las ligninas asiladas de una variedad particular,
por diferentes métodos (Saha, Pereira y Klason). Para la variedad Carmelo
(Figura 17). se observa para el método Saha un incremento de intensidad en los
estiramientos que aparecen en la regién 2900 y 2800 cm'. Es conocido, que usar
dioxano proporciona lignina en buena cantidad y con minimos cambios
estructurales (Jahan & Mun, 2007). Sin embargo, hay evidencia que se pueden
extraer pequeias cantidades de carbohidratos del complejo lignina-carbohidrato

en el material loignocelulosico (Gellerstedt et al. 1994)

VARIEDAD CARMELO
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Figura 17. Espectros completos de IR de las ligninas aisladas de CMC por tres
métodos de extraccion de la variedad Carmelo
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VARIEDAD FORASTERO
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Figura 18. Espectros completos de IR de las ligninas aisladas de CMC por tres
métodos de extraccion de la variedad Forastero
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Figura 19. Espectros completos de IR de las ligninas aisladas de CMC por tres
métodos de extraccion de la variedad Trinitario
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Las variaciones observadas confirma los efectos de disolvente (dioxano) en la
estructura de la lignina, es probable que se incremente la movilidad estructural
por los procesos de la despolimerizacidén. Las sefales en los espoectros de IR
(Figura. 17), muestran en 1260 cm™', (unidades de Guayacil) tipico en maderas
duras. La no aparicionde sefiales intensas en la zona de 1700 cm™', evidencia
ausencia de proceso de oxidacion que son frecuentes en los métodos
Organosolv. Estas variaciones fueron observadas de igual forma en los analisis

de IR para la variedad forastero y trinitario (figuras 18 y 19).

4.4.3 Caracterizacion de las ligninas klason acetiladas por FTIR

En un intento por funcionalizar la lignina tratando de volver la matriz mas soluble
en disolventes organicos se acetil6 la lignina. Se escogio la lignina tipo Klason de
las 3 variedades y como blanco la lignina obtenida de aserrin del pino silvestre.
La observacién de los espectros, muestra de manera contundente el abatimiento

de las sefiales en la regién 3400-3200 cm" asociadas al estiramiento -OH.

ACETILACION KLASON
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Figura 20. Espectros completos de IR de las ligninas Klason acetiladas aisladas de
CMC de tres variedades y aserrin de madera de pino
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La desaparicidon de estas sefiales va acompanada con el incremento en la
intensidad de las sefiales en la zona de 2800 -3000 cm™' (Figura 20). Por otro
lado, se confirma la inclusion de los grupos acetilo en la estructura de la lignina
(Faix, 1992)., es muy claro la aparicién de las sefiales intensas en la regién de
1700 cm™, correspondiente al estiramiento C=0 del grupo carbonilo en el acetato
(figura 21)

H
H H
H c
o ™o
R R
H R EtsN, CH;COCI
> CH CH
0 0-H CH,Cl, a\s /&3
0”0 0" o
> v
Figura 21. Reaccion de acetilacion en las unidades estructurales de la lignina Klason

de CMC.

A Las ligninas acetiladas en este estudio, se les hicieron pruebas de solubilidad
en DMSO, Metanol, y CHCIs;, para obtener muestras con la intencion de
caracterizarlas por resonancia magnética nuclear. A pesar de demostrar por IR
acetilaciones positivas, la recalcitrancia de la lignina no permitié la solubilidad en

los disolventes citados.

4.5 Conclusion

Se extrajo lignina de las distintas variedades de cascara de la vaina de cacao por
tres métodos diferentes, obteniéndose un rendimiento similar por el método
klason. Se reportan por primera vez rendimientos de extraccion de lignina
obtenida de la cascara de la mazorca de cacao por los métodos organosolv
propuestos por Pereira et al., 2017 y Saha et al., 2019. El analisis por IR de las
ligninas aisladas por diferentes metodos y en diferentes variedades de CMC,
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reveld caracrteristicas estructurales del biopolimero. Las principales estructuras
detectadas y relacionadas de siringilo (S) y guayacilo (G), permiten establecer
una tendencia en un contenido mas observable de las unidades G, lo que de una
manera general confirma el caracter del tipo de lignina de estas variedades como
lignina tipo “Madera Dura”. Estos resultados mostraron homogeneidad en la
estructura de la lignina en las diferentes variedades. Esto es importante en el
trabajo de aprovechamiento y valorizacion de la lignina obtenida de las CPH para

aplicaciones actuales o futuras.
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