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RESUMEN GENERAL 

DESARROLLO Y APLICACIÓN DE METODOLOGÍAS VERDES PARA 
PRETRATAMIENTO DE BIOMASA LIGNOCELULÓSICA DE CÁSCARA DE 
CACAO. 

En este trabajo se utilizaron cáscaras de la mazorca de cacao (CMC); las cuales 
son el principal subproducto poco aprovechado en la industria del chocolate. 
Primeramente, este residuo de biomasa lignocelulósica (BLC) se caracterizó 
mediante la determinación de su composición química (extraíbles, lignina, 
celulosa, hemicelulosa y cenizas). Adicionalmente, se estudió la aplicación de 
pretratamientos que involucran calentamientos asistidos por microondas sobre 
una mezcla de material lignocelulósico con líquidos iónicos. Posteriormente, se 
evaluó la obtención y liberación de los principales biopolímeros (celulosa, 
hemicelulosa y lignina) del material lignocelulósico de CMC. Se realizó un 
ANOVA empleando un diseño factorial 3k considerando factores como la 
temperatura (100,150,180 y 200°C), los tiempos de reacción (5,10 y 15 min) y el 
tamaño de partícula empleados (355, 250 y 180 μm), las variables respuesta 
seleccionadas fueron el porcentaje de recuperación de sólidos en cada 
tratamiento. Además, se evaluó de manera cualitativa los cambios estructurales 
mediante espectroscopia infrarroja (IR) y mediante Microscopía electrónica de 
barrido (SEM) entre las distintas muestras pretratadas. El análisis de varianza 
mostró diferencias significativas entre pretratamientos aplicados, presentando un 
mayor porcentaje de recuperación de sólidos en el pretratamiento con mayor 
tamaño de partícula (355 μm), menores temperaturas (100°C, 150°C) y menores 
tiempos de reacción (5 y 10 min).  El análisis por IR reveló en la región 3400 cm-

1 una contracción en la intensidad de las señales, en el pretratamiento térmico 
con BMIM, lo que indica una interacción de este líquido iónico con los enlaces O-
H de los biopolímeros componentes del BLC. Las micrografías del material 
lignocelulósico (CMC), muestran cambios en la morfología de la superficie antes 
y después de los pretratamientos con ambos líquidos iónicos, prevaleciendo la 
irregularidad y la porosidad como observaciones principales; lo que indica 
destrucción parcial del material lignocelulósico. 

Palabras clave: biomasa lignocelulósica, cáscara de cacao, pretratamientos, 
metodologías verdes, líquidos iónicos. 

 
 
_____________________  
Tesis de Maestría en Ciencia, Programa de Posgrado en Ciencia y Tecnología 
Agroalimentaria, Universidad Autónoma Chapingo. 
Autor: María Guadalupe Villafuerte Salazar 
Director de Tesis: Dr. Holber Zuleta Prada 
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GENERAL ABSTRACT 

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF GREEN METHODOLOGIES FOR 
PRETREATMENT OF LIGNOCELLULOSIC BIOMASS FROM COCOA POD 

HUSK. 
In this work, cocoa pod husks (CPH) were used, which are the main underutilized 
byproduct in the chocolate industry. Firstly, this lignocellulosic biomass residue 
(LCB) was characterized by determining its chemical composition (extractives, 
lignin, cellulose, hemicellulose, and ash). Additionally, the application of 
pretreatments involving microwave-assisted heating on a mixture of 
lignocellulosic material with ionic liquids was studied. These pretreatments aim to 
break down the complex composition of LCB in order to enhance the efficient and 
environmentally friendly production of value-added products. Subsequently, the 
extraction and release of the main biopolymers (cellulose, hemicellulose, and 
lignin) from the lignocellulosic material of CPH were evaluated. An analysis of 
variance was performed using a 3k factorial design, considering factors such as 
temperature (100, 150, 180, and 200°C), reaction times (5, 10, and 15 min), and 
particle sizes (355, 250, and 180 μm). The selected response variables were the 
percentage of solid recovery in each treatment. Additionally, qualitative changes 
in structure were evaluated using infrared spectroscopy (IR) and scanning 
electron microscopy (SEM) among the different pretreated samples. The analysis 
of variance showed significant differences between the applied pretreatments, 
with a higher percentage of solid recovery in the pretreatment with larger particle 
size (355 μm), lower temperatures (100°C, 150°C), and shorter reaction times (5 
and 10 min). The IR analysis revealed a decrease in signal intensity in the 3400 
cm-1 regions in the thermal pretreatment with BMIM, indicating an interaction of 
this ionic liquid with the O-H bonds of the biopolymers composing the LCB. 
Micrographs of the lignocellulosic material (CMC) showed changes in surface 
morphology before and after pretreatments with both ionic liquids, with irregularity 
and porosity prevailing as the main observations, indicating partial destruction of 
the lignocellulosic material.

Key words: lignocellulosic biomass, cocoa pod husk, pretreatments, green 
methodologies, ionic liquids 

_____________________ 
Thesis of Master Science. Program of Agro-Food Science and Technology, Universidad 
Autónoma Chapingo. 
Author: María Guadalupe Villafuerte Salazar  
Advisor: Dr. Holber Zuleta Prada 
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

En la actualidad, hay una creciente preocupación por la escasez de combustibles 

fósiles y los efectos negativos que su uso tiene en el medio ambiente. Esto ha 

despertado el interés científico en el desarrollo de sistemas de energía sostenible 

basados en el uso de biomasa lignocelulósica renovable (Liu & Yu, 2021). En 

este enfoque, la biomasa lignocelulósica (BLC) se presenta como una excelente 

opción, ya que es un material abundante y renovable derivado de plantas y 

residuos agroindustriales (Hernández-Mendoza et al., 2021). Estos materiales 

son una fuente sostenible para la producción económica de biocombustibles, 

productos químicos y biomateriales. La biomasa lignocelulósica tiene una 

composición compleja, compuesta principalmente por celulosa (30-60%), 

hemicelulosa (14-40%) y lignina (7-25%), junto con otros compuestos orgánicos 

e inorgánicos en cantidades mínimas (Okolie et al., 2021; Bhatia et al., 2019; 

Dahadha et al., 2017; Putro et al., 2016; Yu et al., 2017). La complejidad de esta 

matriz de biopolímeros está determinada principalmente por las microfibrillas de 

celulosa, que forman una estructura cristalina compuesta por múltiples hebras y 

moléculas de azúcar. Estas microfibrillas están envueltas en hemicelulosas y 

lignina, que protegen la celulosa de ataques microbianos. El desafío clave para 

aprovechar estos materiales poliméricos y obtener productos de interés, como 

biocombustibles, biomateriales, fertilizantes y moléculas base, radica en 

desenredar las complejas estructuras poliméricas. Por lo tanto, es necesario 

aplicar pretratamientos que faciliten el acceso a los biopolímeros y sus 

subunidades, con el fin de lograr un aprovechamiento más eficiente de la BLC. 

Los estudios realizados en diversas fuentes de biomasa han demostrado que 

durante estos procesos, la lignina se elimina eventualmente, mientras que la 

hemicelulosa puede ser destruida o conservada y el grado de cristalinidad en la 

celulosa disminuye considerablemente, lo que resulta en un aumento en la 

porosidad del material (Usmani et al., 2020) y una mayor eficiencia de 

bioconversión después de los pretratamientos. Se han investigado y aplicado 
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numerosos métodos de pretratamiento para materiales lignocelulósicos, 

incluyendo métodos físicos, químicos, biológicos y combinaciones de los mismos 

(Zhao et al., 2023), principalmente en el mejoramiento de procesos en la 

obtencion de biocombustibles. Actualmente, las técnicas de pretratamiento 

químico, termoquímico y la combinación de otros métodos son considerados los 

procesos más eficientes y prometedores desde un punto de vista económico y 

comercial. Desde la perspectiva de la investigación prioritaria, un enfoque que 

está recibiendo mucha atención es el estudio de modelos de pretratamiento 

altamente eficientes que sean aplicables a la mayoría de las fuentes de biomasa 

lignocelulósica, sean respetuosos con el medio ambiente y tengan costos 

reducidos. Uno de los pretratamientos que ha despertado interés científico en 

diversas aplicaciones es el uso de líquidos iónicos (LI's). En los últimos años, se 

han utilizado en procesos de extracción, reacciones químicas, procesos 

electroquímicos, entre otros. Estos líquidos iónicos se consideran disolventes 

eficientes y "verdes" para la celulosa y otros materiales, ya que no generan gases 

tóxicos o explosivos. Los líquidos iónicos son sales compuestas típicamente por 

grandes cationes orgánicos y pequeños aniones inorgánicos, que existen en 

estado líquido a temperatura ambiente (Roy & Chundawat, 2022). Otro aspecto 

a destacar, que hace que los pretratamientos sean costosos y no amigables con 

el medio ambiente, es el calentamiento; sin embargo, este inconveniente se 

puede resolver mediante el uso de radiación de microondas, que se caracteriza 

por una mayor eficiencia energética en comparación con el calentamiento 

convencional. Las ventajas del uso de microondas también incluyen la posibilidad 

de detener el calentamiento de manera inmediata, el calentamiento directo de 

todo el volumen de la biomasa en lugar de a través de las paredes del recipiente. 

Los calentamientos se han visto favorecidos cuando se utilizan en combinación 

con diversas disoluciones como ácidos orgánicos o inorgánicos diluidos, álcalis, 

líquidos iónicos, disolventes eutécticos profundos, disolventes orgánicos o 

amoníaco. Estos procesos de calentamiento asistidos por radiación de 

microondas para el pretratamiento de residuos se han utilizado en varias 
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aplicaciones, aumentando la disposición de la biomasa a la hidrólisis enzimática 

y fermentación (Mikulski & Kłosowski, 2023). 

 

Entre las fuentes de biomasa lignocelulósica más estudiadas para la obtención 

de biocombustibles y otras moléculas de alto valor agregado, se encuentran, el 

bagazo de agave, el bagazo de caña de azúcar, la paja de arroz y de trigo. Sin 

embargo, aún existen diversas fuentes de material lignocelulósico a considerar 

para su potencial aprovechamiento, entre ellas se encuentra la cáscara de la 

mazorca de cacao (CMC) o cocoa pod husk (CPH), por sus siglas en inglés, la 

cual, de acuerdo con su composición química, es una fuente rica en material 

lignocelulósico (Valladares-Diestra et al., 2022). La CMC es el principal 

subproducto que se genera después de la eliminación de las semillas y 

representa el 70-75% del peso de la fruta fresca de cacao (Outtara et al., 2021; 

Lu, et al., 2018; Pérez et al., 2015). Se estima que, por cada tonelada de semillas 

obtenidas, se generan 10 toneladas de CMC (base húmeda), de las cuales solo 

un bajo porcentaje se aprovecha y el resto se desecha, causando problemas 

económicos, ambientales y sociales. En México, se estima una producción anual 

de 28 mil toneladas, siendo Tabasco uno de los principales estados productores 

con un aporte de 18.297 toneladas anuales, por lo cual es de suma importancia 

desarrollar metodologías que permitan el aprovechamiento de este recurso 

fuente importante de material lignocelulósico. De acuerdo con lo anterior, en este 

estudio se planteó el uso de la cáscara de mazorca de cacao como insumo de 

material lignocelulósico, con el objetivo de desarrollar y/o aplicar pretratamientos 

enmarcados en metodologías verdes (amigables con el ambiente) para obtener 

materiales aptos que permitan su posterior bioconversión en otros productos de 

valor agregado. Para ello, el presente estudio se dividió en tres fases: la primera 

fase consistió en la selección, recolección y preparación de muestras del material 

lignocelulósico (cáscaras de mazorca de cacao), seguido por la caracterización 

química de las muestras de acuerdo con las normas TAPPI. La segunda y más 

relevante fase consistió en la aplicación de un pretratamiento mediante el uso de 

dos líquidos iónicos en calentamientos asistidos por microondas. La tercera etapa 
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consistió en el análisis de la biomasa obtenida luego del pretratamiento, 

cuantificando el porcentaje de recuperación de sólidos totales y de líquido iónico, 

además del análisis estructural mediante técnicas como FTIR y SEM. Es posible 

que el uso de estos pretratamientos combinados LI's-calentamiento con 

microondas tenga un efecto de desintegración en la BLC de CMC. Este estudio 

es importante, ya que, además del interés científico, es posible generar nuevas 

oportunidades de ingresos y empleo para las personas en áreas rurales 

involucradas con el cultivo del cacao y la industria del chocolate. 
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2. REVISIÓN DE LA LITERATURA 
 
2.1 Biomasa 

Se considera como biomasa a toda aquella fracción de materia orgánica 

proveniente de residuos agrícolas, forestales, aguas residuales, residuos sólidos 

urbanos (FORSU) y de otras industrias, principalmente las agroalimentarias, la 

cual puede ser empleada como fuente de energía (Mehedintu et al., 2018; 

Vaithyanathan et al., 2023). Dado su origen, abundancia y composición, en los 

últimos años se han realizado estudios que proponen el uso de la biomasa como 

una fuente de energía limpia, ya que a diferencia de los combustibles fósiles ésta 

presenta bajas emisiones de gases de efecto invernadero, lo que ayudaría a 

contrarrestar el impacto ambiental que provocan las fuentes de energía 

tradicionales (Kothari et al., 2022). 

 

Figura 1. Procesos para convertir biomasa en energía y productos de interés 

 

A partir de la biomasa se puede obtener energía en forma de calor, electricidad, 

combustibles, así como productos químicos tales como el metanol, fertilizantes y 

fibras sintéticas, con lo cual se le podría dar un valor agregado. Para lograr esta 

transformación de la biomasa es necesario realizar una serie de procesos, entre 

ellos se incluyen la combustión, digestión anaeróbica, gasificación, pirólisis, 

hidrólisis y fermentación, así como extracción y esterificación (Fig. 1). Es por ello 

que se considera a la biomasa como una de las materias primas más 

prometedoras para la producción de combustibles y otros productos químicos 
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(Periyasamy et al., 2022; Sarwer et al., 2022; Singh et al., 2022). 

 

2.2 Biomasa lignocelulósica  

La biomasa lignocelulósica (BLC) es un recurso renovable y abundante en la 

tierra. Se estima una producción anual a nivel mundial de 200 mil millones de 

toneladas, de las cuales sólo el 3% se utiliza en la industria de la celulosa y el 

resto se considera material de desecho (A.V.S.L Sai Bharadwaj et al., 2023). 

Entre las principales fuentes de material lignocelulósico destacan los residuos 

agrícolas y de cultivos, como mazorcas de maíz, pajas de maíz, arroz, sorgo, 

bagazo de caña de azúcar, hojas de papa, residuos del prensado de aceite de 

colza y girasol, desechos de productos forestales tales como maderas, tallos, 

ramas y arbustos, desechos urbanos que incluyen los desechos de alimentos de 

restaurantes, hogares así como los desechos de la industria alimentaria y 

finalmente la biomasa acuática entre la que destacan las algas (Hassan et al., 

2018; Hernández-Beltrán et al., 2019; Parveen et al., 2009). 

 

La biomasa lignocelulósica puede transformarse en bioquímicos y 

biocombustibles de alto valor agregado en función de la naturaleza y composición 

de la materia prima seleccionada, así como de los métodos de pretratamiento 

biológicos y no biológicos empleados, es por ello que la BLC se considera como 

una alternativa adecuada para sustituir a largo plazo a los productos basados en 

combustibles fósiles (Banu et al., 2022; Kumar et al., 2022; Xiaoqui et al., 2022; 

Woiciechowski et al., 2020). 

 

2.2.1 Composición química 

La biomasa lignocelulósica se compone principalmente de biopolímeros como la 

celulosa (30-60%), hemicelulosa (14-40%) y lignina (7-25%) junto con una 

mínima cantidad de compuestos orgánicos como pectina, proteínas, lípidos, así 

como algunos extraíbles (taninos, resinas, esteroides, terpenos, terpenoides, 

favonoides y otros compuestos fenólicos) (Okolie et al., 2021; Bhatia et al., 2019; 
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Dahadha et al., 2017; Putro et al., 2016; Yu et al., 2017). Los tres principales 

biopolímeros que constituyen la LCB se encuentran fuertemente asociados entre 

sí, mediante enlaces covalentes y puentes de hidrogeno, de tal manera que la 

celulosa se encuentra rodeada y fuertemente asociada a la hemicelulosa y lignina 

(Figura 2).  

 
Figura 2. Componentes de la BLC (Fuente: García-Fernández, 2022). 

 

Es importante mencionar que la disposición espacial que tomen estos 

biopolímeros puede variar ampliamente dependiendo de la fuente de biomasa 

lignocelulósica y de su composición (Cuadro 1).  
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Cuadro 1.Composición de diversas fuentes de biomasa lignocelulósica 

Biomasa 

Lignocelulósica  

Lignina 

(%) 

Hemicelulosa 

(%) 

Celulosa 

(%) 

Referencia 

Paja de trigo 22.2 26.9 43.4 Shah and Ullah, 

2019 

Paja de sorgo 10.2 32.5 26.9 Hernández-

Beltrán et al., 

2019 

Paja de arroz 12.0 32.0 38.0 Huang et al., 

2016; Hassan et 

al., 2018 

Paja de cebada 13.1 28.7 35.4 Liu et al., 2017 

Bagazo de caña 

de azúcar 

11.4 31.1 43.1 Hernández-

Beltrán et al., 

2019 

Mazorca de 

maíz 

12.0 31.0 41.0 Kim, 2018; Liu et 

al., 2018 

Cáscara de 

arroz 

26.0 16.0 40.0 Hassan et al., 

2018 

Bambú 25.7 18.8 44.0 Chen et al., 2017 

Adaptado de Usmani et al., 2020 

 

2.2.2 Celulosa 

La celulosa es un polisacárido estructural constituyente del más de 50% de las 

paredes celulares del reino vegetal, por lo cual es considerado como uno de los 

biopolímeros más abundantes en la naturaleza (Yang & Chen, 2023). Puede 

obtenerse de una amplia gama de fuentes, incluidas plantas, madera, residuos 

agrícolas, desechos industriales, bacterias y algas (Ahmad Khorairi et al., 2021; 

Gabriel et al., 2020; García et al., 2016).  

 

La celulosa es un homopolímero lineal que consta de una región amorfa y una 

cristalina, está formada por subunidades repetidas de D-glucosa unidas por 



22 
 
 
 

enlaces glicosídicos β-1,4(Kumar y Sharma, 2017), tal como se muestra en la 

Figura 3. Su peso molecular puede llegar a ser hasta de varios millones, además 

posee una alta resistencia mecánica y química que se debe al alineamiento de 

sus cadenas sobre un eje longitudinal estableciendo un gran número de puentes 

de hidrógeno intra e intermoleculares, lo que da origen a microfibrillas altamente 

estructuradas que corresponden a la región cristalina, mientras que el resto de la 

estructura, en donde no existe un orden, corresponde a la región amorfa (Dergal, 

2006). 

 

 
Figura 3. Subunidades de la celulosa  

 

La celulosa posee algunos grupos hidroxilo activos en cada anillo de glucosa, por 

lo que esta puede participar en diversas reacciones químicas, incluidas la 

esterificación, la ciclización, la copolimerización por injerto, entre otras para 

generar los derivados de celulosa correspondientes para la producción de 

materiales nanométricos, productos químicos intermedios, fibras, compuestos, 

películas y biocombustibles (Jedvert y Heinze, 2017). 

 

2.2.3 Hemicelulosa 

La hemicelulosa es un heteropolímero amorfo altamente ramificado que 

comparte junto con la celulosa una columna vertebral de enlaces glicosídicos (β-

1-4) (Mujatba, 2023). Está conformada por pentosas (α-L-arabinosa y β-D-xilosa), 

hexosas (β-D-manosa, α-Dgalactosa y β-D-glucosa), azúcares y ácidos de 

azúcar (α-D- 4-O-metil-Dglucurónico, α-D-galacturónico y α-D-glucurónico) 

además de una mínima cantidad de otros azúcares como α-L-fucosa y L-ramnosa 

(Usmani et al.,2020; Geng et al., 2019). 

En comparación con la celulosa, ésta se puede descomponer fácilmente en 
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monosacáridos debido a su naturaleza amorfa y su bajo grado de polimerización 

(Farhat et al., 2017). Generalmente las hemicelulosas son solubles en soluciones 

alcalinas concentradas (18-24% de NaOH o KOH), en presencia de estas 

soluciones y calentamiento las hemicelulosas pueden transformarse en 

moléculas plataforma de alto valor agregado, como furfural (FF), 5-hidroximetil 

furfural (5-HMF), ácido levulínico (LA) y ácido fórmico (FA) (Xiaoqui et al., 2022; 

Siankevich et al., 2014). 

 

2.2.4 Lignina 

El biopolimero de mayor abundancia en las plantas , después de la celulosa y la 

hemicelulosa es la lignina. En la biomasa lignocelulósica, es el componente que 

se encuentra en menor proporción con porcentajes que van desde un 7% hasta 

25%. Se trata de un heteropolímero aromático conformado por un conjunto 

heterogéneo de polímeros complejos tridimensionales reticulados que tienen 

como subunidades a los alcoholes hidroxifenilo, siringilo y guaiacilo, los cuales 

que pueden variar en sus proporciones (Woiciechowski et al., 2020; Zhuang et 

al., 2016). 

 

La lignina presenta una composición y estructura diferente dependiendo de la 

fuente de la que provenga, por ejemplo, en biomasa de fibras largas o bien 

maderas blandas, presentan una composición rica en guaiacilo (alcoholes 

coniferílicos) de aproximadamente el 90%, mientras que la lignina de hierbas, 

arbustos y pastos es rica en fracciones hidroxifenilo (alcoholes cumarílicos) y 

finalmente, las maderas duras que son ricas en siringilo (alcoholes sinapílicos). 

Es importante mencionar, que a la lignina se le asocia principalmente, lo 

recalcitrante de la biomasa lignocelulósica, ya que esta se une a la hemicelulosa 

mediante enlaces covalentes creando protección contra la acción de 

microorganismos y enzimas microbianas, inhibiendo así el aprovechamiento de 

la biomasa lignocelulósica cruda para extraer o elaborar de compuestos de 

interés, es por ello que en los últimos años se han estado realizando 
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investigaciones sobre pretratamientos químicos, físicos y biológicos para 

disminuir esta recalcitrancia y así facilitar su aprovechamiento.  

 

2.3 Cáscara de cacao 

 
La cáscara de mazorca de cacao (CMC), también llamada cocoa pod husk (CPH) 

por sus siglas en inglés, es la parte externa del fruto (exocarpo), la cual se 

caracteriza por ser áspera, oval y relativamente gruesa. Se encuentra una 

diversidad de colores (dependiendo de la variedad de cacao), lo que promueve 

la protección contra las condiciones ambientales, plagas y daños mecánicos. La 

CMC es el principal subproducto que se obtiene después de la eliminación de las 

semillas y representa el 70-75% del peso de la fruta fresca (Outtara et al., 2021; 

Lu, et al., 2018; Pérez et al., 2015).  

 

 
Figura 4.Cacao (fruto completo) 

 

2.3.1 Composición química de la CMC 

 
De acuerdo al contenido químico de la cáscara de cacao presentada en el Cuadro 

2., es importante destacar que la CPH es una fuente rica en material 

lignocelulósico (lignina, celulosa, hemicelulosa) pectina, minerales, así como en 

compuestos antioxidantes (ácidos fenólicos).  
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Cuadro 2. Composición química de la cáscara de cacao (g.100 g-1 materia 
seca). 

Compuesto 
Contenido en CMC (% 

P/P en materia seca) 

Carbohidratos 29.04-32.3 

Celulosa 24.24–35.0 

Hemicelulosa 8.72–11.0 

Lignina 14.6–26.38 

Proteínas totales 4.21-10.74 

Lípidos 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 4.6-6.9 (g Equivalente de 

ácido Gálico/100 g) 

Taninos 5.2 

 

 

Minerales 

(mg 100 g-1 Materia seca) 

 

3230.85  

Fuente: García-Fernández, 2022; Vásquez et al., 2019 

 

2.3.2 Usos y aprovechamiento de la CMC como fuente de material 

lignocelulósico  

El interés por el uso y aprovechamiento de la CMC han aumentado en los últimos 

años, pues como se ha mencionado anteriormente, la cáscara de cacao presenta 

una importante composición lignocelulósica, por lo que a partir de ella y mediante 

el uso de tratamientos adecuados, se pueden obtener y generar productos de 

alto valor agregado (Valladares-Diestra et al., 2022; Campos-Vega, et al., 2018; 

Barazarte, et al., 2008). 

 

La cáscara de cacao se ha empleado en la obtención y fabricación de jabones, 

carbón activado, alimento para ganado, fertilizante, sin embargo, estas 

aplicaciones son de bajo valor, por lo que en años recientes se le ha dado uso 

en aplicaciones con mayor valor agregado, entre estos se incluyen su uso para 

la fabricación de: a) Papel, sutituyendo fibras de CMC por fibras de madera (Daud 
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et al., 2013). Dado que la cáscara de cacao es rica en celulosa y presenta 

contenidos relativamente bajos de lignina, es un candidato adecuado para 

sustituir los recursos madereros en la fabricación de papel; b) biocombustibles: 

debido a que la CMC presenta un contenido importante de celulosa y 

hemicelulosa, polisacáridos con azucares  reductores (C5 y C6), como posibles  

fuentes para obtención de biocombustibles y moléculas plataforma (Valladares et 

al., 2021); c) Pectinas, pues de acuerdo con su composición química, la CMC es 

una importante fuente de fibras, que incluye pectinas, oligosacáridos y 

hemicelulosas (Yapo et al., 2013). En la industria alimenticia las pectinas son 

ingredientes de gran interés debido a sus propiedades gelificantes, espesantes y 

formadoras de películas, que ayudan a mejorar la constitucion de algunos 

productos alimenticios. Hasta hace poco, se extraia pectina usando ácidos 

minerales (Chen et al., 2021), sin embargo, en los últimos años, se ha 

implementado la extracción de pectina asistida por microondas empleando 

ácidos orgánicos como el acético, cítrico y ascórbico con excelentes 

rendimientos, en procesos amigables con el medio ambiente  y con menores 

riesgos para la salud (Sarah et al., 2022) y d) compuestos fenólicos: dado que la 

CMC es rica en lignina y compuestos antioxidantes, se pueden emplear varias 

metodologías para extraer estos compuestos y buscar su aplicación en diversas 

industrias. En un estudio realizado por Rachmawaty y colaboradores en 2019, se 

determinó el contenido fenólico total de dos extractos, uno en etanol (al 70%) y 

otro extracto de acetona : agua (7:3) lograndose valores de: 94.92 GAE/g, 49.92 

GAE/g respectivamente. En otros estudios analíticos por LC-MS/MS realizados a 

la cáscara de cacao fresca, se han logrado identificar algunas moléculas de tipo 

fenólico como: catequinas, quercetinas, ácidos gálicos y cumáricos.  

 

2.4 Pretratamientos para biomasa lignocelulósica 

Como se ha descrito anteriormente, la biomasa lignocelulósica (BLC) presenta 

una estructura bastante compleja, en la que los dos polisacáridos (celulosa y 

hemicelulosa) y el polímero fenólico (lignina) que la conforman, se encuentran 

fuertemente asociados, dando como resultado un material recalcitrante. Diversos 
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estudios han demostrado que la aplicación de pretratamientos a la biomasa 

lignocelulósica son un paso esencial para lograr una bioconversión eficiente de 

las materias primas lignocelulósicas. Los pretratamientos aplicados incluyen 

modificaciones estructurales que logran disminuir la recalcitrancia natural del 

material y mejorar su accesibilidad y digestibilidad (Zhao et al., 2022). 

El objetivo principal de los pretratamientos es descomponer la BLC en sus 

principales componentes: celulosa, hemicelulosa y lignina (Kumari y Singh, 

2018).Durante estos procesos hay un porcentaje importante de delignificación de 

la BLC, lo que favorece la susceptibilidad al ataque por microorganismos y 

enzimas de las fracciones de polisacáridos que la conforman, además de una 

reducción en la cristalinidad de la celulosa, lo cual se ve reflejado en un 

incremento en la porosidad del material lignocelulósico. La efectividad de un 

pretratamiento va a estar en función de algunos parámetros, tales como la 

formación de azúcares por hidrólisis, la menor o nula degradación de los 

azucares obtenidos, la menor o nula formación de productos inhibitorios, así 

como por la reducción en la demanda de energía y costos en la obtención de los 

productos de interés (Abraham et al., 2020). 

Existen diversos métodos de pretratamientos de biomasa lignocelulósica, lo 

cuales se clasifican de manera general en 4 grupos (Figura 5): pretratamientos 

físicos, químicos, biológicos y la combinación de dos o más de ellos (Zhang et 

al., 2023). Es importante mencionar que el tipo de pretratamiento a emplear va a 

depender en gran medida del tipo, naturaleza, origen de la biomasa, así como de 

su uso en procesos de biorrefinería y bioconversión (Kumar et al., 2023). 
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Figura 5.Métodos más empleados en el pretratamiento de biomasa 
lignocelulósica (Fuentes: Hassan et al., 2018; Singh et al., 2018; Tu y Hallett, 
2019). 

2.4.1 Pretratamientos químicos. 
 

Los pretratamientos químicos son uno de los métodos más empleados por su 

eficiencia y selectividad en la ruptura de enlaces que conforman la biomasa 

lignocelulósica dando como resultado la disolución (despolimerización) de la BLC 

en un tiempo relativamente corto. La aplicación de estos pretratamientos incluye 

el uso de ácidos, álcalis, solventes orgánicos, agentes oxidantes y líquidos 

iónicos (Vaithyanathan, Goyette y Rajagopa, 2023). En la Tabla 3 se muestran 

algunas sustancias químicas empleadas y su efecto en el pretratamiento de la 

biomasa lignocelulósica. Estos pretratamientos presentan algunas desventajas 

en cuanto a costos, toxicidad, contaminación ambiental, así como por la 

formación de productos inhibitorios. 
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. 
Cuadro 3.Pretratamientos químicos y su efecto en la biomasa lignocelulósica 

Pretratamiento 
químico 

Reactivos Efecto en la BLC 

Alcalino H2O2, NaOH, Na2SO3, 
Na2S, (CaOH2), Na2CO3, 
NH4OH 

Alta eliminación de lignina, 
incremento de la 
holocelulosa, mayor 
porosidad de la biomasa e 
hinchamiento de la celulosa. 

Ácido H2SO4, ácido peracético, 
HCl 

Eliminan la fracción de 
hemicelulosa, aumentan la 
cristalinidad de la biomasa, 
libera azucares 
monoméricos  

Líquidos 
iónicos 

[Bmim][OAc], [bmim][Cl], 
[emim][OAc], 
[emim][CH3COOH], 
[emim][DEPO4], 
[dmim][MeSO4], [amim][Cl], 
[DMSO/LiCl], [Bmpy][Cl] 

Debilitan la interacción de 
Van der Walls entre los 
polímeros de la pared 
celular, interrumpe los 
enlaces arabinoxilano-
lignina, altera la estructura 
fibrilar de la pared celular, 
disminuye la cristalinidad de 
la celulosa y aumenta la 
accesibilidad a la superficie 
de la celulosa. 

Solventes 
orgánicos  

Acetato de etilo, etanol, 
ácido acético, ácido fórmico. 

Rompe los enlaces internos 
de lignina y hemicelulosa, 
aumentando el volumen de 
los poros y la superficie de la 
biomasa. 

Surfactantes Polietilenglicol, Tween 80, 
Tween 20, dodecilsulfato de 
sodio (SDS), bromuro de 
dodeciltrimetilamonio 
(DoTAB), Triton X-100, 
Triton X-114, Agrimul NRE 
1205, HM-EOPO, anfotérico 
Anhitole 20BS, Neopelex F-
25 

Alterar la estructura de la 
biomasa, aumentar la 
interacción entre la 
holocelulosa y la enzima, 
reducir la adsorción de la 
enzima en la lignina. 

Adaptado de Putro et al., 2016 
  

2.4.2 Pretratamientos físicos. 

Existen varios métodos de pretratamiento físico empleados en el tratamiento de 

la biomasa lignocelulósica, tales como la molienda, el astillado, la congelación, la 

radiación por microondas y la ultra sonicación. Estos métodos se basan en el uso 
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de fuerzas mecánicas y eléctricas que se encargan de disminuir el tamaño de 

partícula, incrementando la porosidad y el área superficial de las cadenas 

poliméricas constituyentes de la BLC. En un estudio realizado por Abánades y 

col. (2017) se evaluó el pretratamiento de un molino de bolas en los residuos 

forestales postcosecha del abeto Douglas, dando como resultado una reducción 

de la cristalinidad de la celulosa del 40,73 % al 11,70 %, lo que a su vez provoco 

un aumento significativo en los rendimientos de conversión de celulosa 

posteriores. Es importante mencionar que la mayoría de los pretratamientos 

físicos no son efectivos por sí solos, por lo que se requiere su combinación con 

otros pretratamientos para mejorar su efectividad. Además, estos métodos tienen 

la desventaja de presentar altos costos energéticos. 

2.4.3 Pretratamientos biológicos. 

Los pretratamientos biológicos se consideran procesos ecológicos ya que, a 

diferencia de los pretratamientos físicos y químicos, estos no requieren de altos 

costos operativos ni de grandes espacios para su implementación, además los 

subproductos generados no son inhibitorios ni tóxicos al medio ambiente, sin 

embargo, presenta la desventaja de tener una baja eficiencia debida a los largos 

tiempo de hidrólisis, así como a la baja recuperación de celulosa (Zhao et al., 

2022). Estos pretratamientos se basan en el uso de enzimas y microorganismos 

seleccionados (Andlar et al., 2018), que sean capaces de degradar la lignina y la 

hemicelulosa en la BLC. Los microorganismos más empleados son los hongos 

de pudrición blanca y parda, ya que estudios han demostrado que estos son 

capaces de atacar tanto a la celulosa como a la lignina (Fan et al., 2012; Zabed 

et al., 2019).Es importante mencionar, que un pretratamiento biológico directo de 

la BLC resulta poco eficiente, debido a la dificultad de las enzimas y 

microrganismos para romper el complejo lignina-celulosa-hemicelulosa, por lo 

que es necesario la combinación con un pretratamiento físico o químico antes del 

proceso microbiano o enzimático y así hacer más eficiente el proceso.. 
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2.4.4 Pretratamientos combinados. 

Como se ha mencionado anteriormente, la aplicación de un solo pretratamiento 

no es del todo eficiente e incluso algunos presentan más inconvenientes que 

otros, es por ello, que en los últimos años las investigaciones se han enfocado 

en el uso de dos o más pretratamientos en conjunto para el tratamiento de BLC 

y así superar los inconvenientes que estos presentan por sí solos. Entre los 

pretratamientos combinados más aplicados se encuentra el uso de ácidos, 

álcalis, solventes orgánicos y líquidos iónicos seguido de un pretratamiento 

biológico, o bien asistidos por calentamiento en microondas, ultra sonicación, 

explosión de vapor, los cuales han demostrado mayor eficiencia en la eliminación 

de lignina, la reducción de la cristalinidad de la celulosa y por ende una mayor 

producción de azúcares, así como menores tiempos de proceso y una menor 

formación de productos inhibidores (Kumari y Singh, 2018). Por ejemplo, en un 

estudio realizado por Tanpichai y col. (2019), se demostró que, mediante un 

pretratamiento por explosión de vapor a 215°C, 2MPa durante 5 minutos, se logró 

eliminar más del 80% de la lignina de las fibras de las hojas de piña. 

 

2.5 Metodologías verdes (Química verde) 

Actualmente nos encontramos ante una crisis climática y energética que cada 

vez va en mayor auge, por ello es necesario crear conciencia sobre el uso 

eficiente de recursos, así como de mitigar el impacto ambiental que generan 

diversos procesos. En el contexto de la química, surge a principios de los años 

1990 el concepto de “química verde” (Green chemistry), que básicamente 

consiste en el desarrollo de metodologías para modificar la naturaleza intrínseca 

de productos o procesos con la finalidad de reducir los riesgos que estos 

involucren tanto para el ambiente como para la salud humana (Savitskaya et al., 

2021; Anastas y Warner, 2005). En el año de 1999 P. Anastas y J.C. Warner 

desarrollaron 12 principios (Figura 6) para la evaluación de la química verde, los 

cuales fueron desarrollados con respecto a los procesos síntesis química, de tal 

manera que estos se enfocan principalmente, en mejorar la eficiencia de la 



32 
 
 
 

reacción, reducir el uso de reactivos tóxicos, prevenir la generación de 

subproductos tóxicos, esto coadyuvado del monitoreo del proceso en tiempo real, 

así como evitar la contaminación ambiental y minimizar el consumo de energía 

(Shi et al., 2023). Todos estos principios se volvieron aplicables a una serie de 

procesos industriales, que van más allá de la síntesis química.  

 

 
Figura 6. Los 12 principios de la Química verde 

 
En este contexto, cabe resaltar que el uso de métodos convencionales en el 

pretratamiento de biomasa lignocelulósica presenta desventajas como lo son los 

altos costos económicos, energéticos, así como ambientales, es por ello que es 

necesario el desarrollo de nuevas tecnologías que tengan en cuenta los 12 

principios de la química verde que puedan ser empleados para el pretratamiento 

de estos materiales lignocelulósicos de una manera más sostenible y eficiente. 

Actualmente han surgido una serie de procesos y metodologías para el 

pretratamiento de BLC que son respetuosos con el medio ambiente y que 

además son compatibles con los procesos posteriores de hidrólisis y 
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fermentación de la BLC, entre estos se encuentran los pretratamientos 

bioquímicos, pretratamientos con el uso deLI´s, disolventes eutécticos y fluidos 

supercríticos (Zhao et al., 2022). 

 

2.6 Líquidos iónicos y sus propiedades fisicoquímicas 

Los líquidos iónicos (LI’s) emergen como una nueva clase de “disolventes 

verdes”, candidatos a sustituir los disolventes orgánicos volátiles tradicionales 

debido a sus propiedades ecológicas, tales como la baja presión de vapor y la no 

inflamabilidad, además de que su aplicación no forma productos químicos 

peligrosos y a que es posible una recuperación de hasta aproximadamente el 

100% del LI empleado (Brandt-Talbot et al., 2017). 

 

 En 1914, Paul Walden sintetizó el primer líquido iónico: nitrato de etilamonio 

([EtNH3][NO3]) con un punto de fusión de 12°C, a partir de entonces ha existido 

un amplio desarrollo en el campo de estudio y síntesis de nuevos LI’s (Reddy et 

al., 2022; Tomar y Jain, 2022). Los líquidos iónicos se definen como sales 

orgánicas con puntos de fusión por debajo de los 100°C, lo cual hace que estas 

se presenten en forma líquido a temperatura ambiente y sean más fáciles de 

trabajar. Están conformados por un catión orgánico y por un anión, generalmente 

inorgánico, pero también puede ser orgánico, en la figura 7 se muestran los 

cationes y aniones más usados. En este sentido es importante mencionar, que  

el cation y los suttuyentes del imidazol, ifluyen en las propiedades generales de 

los liquidos ionicos como lo son: estabilidad, viscisdad, densidad y tension 

superficial entre otras.  
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Figura 7..Principales cationes y aniones usados en la síntesis de líquidos 

iónicos 

Los líquidos iónicos presentan propiedades fisicoquímicas únicas, que los 

diferencian del resto de disolventes, entre ellas se encuentran su baja presión de 

vapor, su prácticamente nula inflamabilidad, alta conductividad iónica, alta 

viscosidad, alta rango de estabilidad térmica y química, una gran capacidad de 

solvatación, bajos puntos de fusión, hidrofilicidad, hidrofobicidad, carácter 

ácido/base. Además, la mayoría son económicos, no corrosivos, presentan 

buena biodegradabilidad, son reutilizables y no tóxicos (Sibalic et al., 2023; 

Bhatia et al., 2019; Yoo et al., 2017). Estas propiedades fisicoquímicas que 

presentan los LI’s se consideran ajustables, ya que dependiendo de la aplicación 

para la cual se requieran se puede diseñar una combinación especifica de catión 

y anión que sea apropiado para proceso deseado, por ello es de gran importancia 

conocer la relación estructura-propiedad fisicoquímica, ya que se ha observado 

que incluso pequeños cambios en la estructura traen consigo cambios drásticos 

en las propiedades de los LI’s. Finalmente, es importante mencionar que, debido 

a su amplia gama de propiedades fisicoquímicas, los LI’s son capaces de disolver 

compuestos polares, no polares, orgánicos, inorgánicos, así como materiales 

poliméricos, de tal manera que presentan gran aplicación a nivel industrial en los 

campos de la electroquímica, la ingeniería de reacciones catalíticas, la extracción 

y separación de materiales, la absorción de gases y el refinado de biomasa. 
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2.6.1 Uso potencial de los líquidos iónicos en el pretratamiento de 

biomasa lignocelulósica 

En los últimos años, debido a sus importantes propiedades fisicoquímicas y 

ecológicas, los líquidos iónicos se consideran como una nueva generación de 

solventes con un gran potencial para el pretratamiento de la biomasa 

lignocelulósica (BLC), ya que, si bien existen otros procesos que también pueden 

considerarse verdes, como lo es el uso de fluidos supercríticos, la explosión de 

vapor, los LI’s presentan la ventaja de poderse diseñar con cationes y aniones 

específicos, de acuerdo con su aplicabilidad. 

 

 El uso de LI’s como pretratamiento ayudara en el fraccionamiento y disolución 

del material lignocelulósico, mediante su capacidad de formar enlaces de 

hidrógeno, para extraer los principales componentes de este material de una 

manera limpia, no inflamable, en fase liquida y a temperatura ambiente 

(Jędrzejczyk et al., 2019; Mesa et al., 2017). Es importante resaltar que la 

disolución de los tres principales biopolímeros que constituyen la BLC va a 

depender en gran medida de factores como la estructura del LI, el tipo de BLC, 

las temperaturas, tiempos, humedad, viscosidad, relación estequiométrica con el 

soluto/solvente, así como del tamaño de partícula (Dopico-Ramírez et al., 2013). 

Hasta la fecha, múltiples investigadores han aplicado y estudiado una gran 

variedad de LI’s en el pretratamiento de la biomasa lignocelulósica, destacando 

aquellos que están elaborados a base de imidazolio. En 2016, Li y col. emplearon 

acetato de 1-butil-3-metilimidazolio [Bmim][OAc] para el pretratamiento de 

eucalipto seguido de un tratamiento con hidróxido de sodio, los resultados 

mostraron una separación de lignina y una producción de glucosa al 90,53%., la 

mayor liberación de glucosa se atribuyó a la mejor accesibilidad dada por el 

líquido iónico, que incremento la superficie reactiva de la biomasa. En otro 

estudio, Paul y Chakraborty (2018) emplearon líquidos iónicos asistido con 

calentamiento en microondas para el pretratamiento de la fibra de cáñamo Sunn 

para la producción de biocombustibles, este pretratamiento permitió formar entre 

los reactivos empleados (celulosa de cadena larga, líquido iónico, catalizador de 
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metal de transición y agua) un complejo supramolecular polar que giraba bajo la 

polaridad alterna del microondas, disipando la energía electromagnética a través 

de colisiones moleculares, acelerando así la rotura del enlace glicosídico, por lo 

que al final se obtuvo 595g de glucosa a partir de 1kg de fibra de cáñamo y un 

rendimiento de la producción de bioetanol del 75.6% tras el pretramiento 

aplicado. En otro estudio reciente, Poy y colaboradores (2023), exploraron el 

potencial de los líquidos iónicos próticos (PIL) en el pretratamiento de paja de 

arroz (fuente de biomasa lignocelulósica) con respecto a su efectividad de 

fraccionamiento y la mejora del rendimiento de sacarificación. Los resultados 

obtenidos mostraron que PIL [MEOA][OAc] mostró la mayor eficiencia en la 

extracción de lignina (98 % des lignificación) junto con una gran recuperación de 

azúcar (93 % glucano y 90 % polisacáridos C5). 

 

2.7 Métodos de caracterización de biomasa lignocelulósica pretratada con 

LI 

Como se ha mencionado anteriormente, la biomasa lignocelulósica presenta una 

composición y características bastante heterogéneas, las cuales dependen en 

gran medida de los biopolímeros que la constituyen: celulosa, hemicelulosa y 

lignina. La cantidad de cada uno de los biopolímeros que la conforman va a ser 

variable, dependiendo de la fuente de la que provenga, su origen, condiciones 

climáticas entre otras (Kumar et al., 2023). Además, después de los 

pretratamientos aplicados para su bioconversión, la BLC presentará cambios 

importantes que ayudaran a diferenciar entre la biomasa inicial, los subproductos 

generados y el grado de eficiencia del pretratamiento aplicado, por ello es de 

suma importancia realizar una caracterización de la BLC previo y posterior a su 

conversión, ya sea de manera cualitativa o cuantitativa. Existen diversos métodos 

que permiten caracterizar la biomasa pretratada, tales como la caracterización de 

compuestos orgánicos mediante análisis infrarrojo por transformada de Fourier 

(FT-IR), la caracterización estructural mediante difracción de rayos-X, la 

resonancia magnética nuclear, la microscopia electrónica de barrido (SEM), así 

como la caracterización termoquímica, mediante análisis termogravimétricos, 
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cromatografía de gases y calorimetría, sin embargo, para objeto del presente 

estudio, únicamente se analizará la caracterización mediate FT-IR y SEM de 

biomasa pretratada (particularmente con LI’s). 

 

2.7.1. Caracterización de compuestos orgánicos por FT-IR de biomasa 

pretratada 

La caracterización de la BLC pretratada por FT-IR se emplea para determinar 

grupos funcionales de los compuestos orgánicos presentes en la biomasa, para 

determinar modificaciones en las estructuras, además permite observar de 

manera cualitativa, la eliminación de componentes como la lignina y la 

hemicelulosa ya sea por la aparición o eliminación de bandas, esta técnica se 

basa en el principio de absorción de la luz por los compuestos orgánicos dentro 

de la región infrarroja en el rango de 400 y 4000 cm-1, en donde los enlaces de 

absorción y vibración generan picos porcentuales de transmitancia que son 

representados mediante espectros. En la Tabla 7 se muestran las principales 

bandas espectrales de espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 

(FTIR) para grupos funcionales de BLC. 

 
Cuadro 4.Principales bandas espectrales de espectroscopía infrarroja por 
transformada de Fourier (FTIR) para grupos funcionales de BLC 
Longitud 
de onda 

Grupo funcional Estructura 
correspondiente 

3400-3500 Estiramiento y vibración: O-H en celulosa Celulosa, 
hemicelulosa, 
lignina 

3444 Estiramiento y vibración: O-H en celulosa (biomasa no 
tratada) 

Celulosa, 
hemicelulosa, 
lignina 

3466 Estiramiento y vibración: O-H en celulosa (BLC pretratada 
con LI’s), incremento de la banda por puentes de hidrógeno 
con los grupos O-H 

Celulosa, 
hemicelulosa, 
lignina 

3367 Estiramiento O-H Celulosa, 
hemicelulosa, 
lignina 

3125-3600 Estiramiento O-H Celulosa, 
hemicelulosa, 
lignina 

2914 Estiramiento C-H Celulosa, 
hemicelulosa, 
lignina 
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2950-2850 Vibración C-H simétrica y asimétrica de metilo (-CH3) y 
metileno (-CH2) 

Celulosa, 
hemicelulosa, 
lignina 

1745 Estiramiento C=O hemicelulosa, 
lignina 

1730 Absorción de restos de acetilo en hemicelulosa Hemicelulosa 
1618 Estiramiento C=O en carboxilo conjugado; Absorción O-H hemicelulosa, 

lignina 
1635 Estiramiento C=O aromáticos de lignina Lignina 
1514 Vibración: C=C guayacilo aromáticos  Lignina 
1508 Estiramiento y vibración Anillo aromático C=C-C Lignina 
1457 Deformación C-H (meti y metileno) Lignina 
1424 Vibración de flexión simétrica en -CH2 Celulosa, 

hemicelulosa, 
lignina 

1430 Absorción: - CH2, vibración de flexión Celulosa y 
celulosa derivada 

1370 Flexión: C-H; Estiramiento en -CH3 Celulosa, 
hemicelulosa, 
lignina 

1317  Lignina 
1235 Estiramiento: C-O en Guayacilo Celulosa, 

hemicelulosa 
1160 Estiramiento C-O-C Celulosa 
1162 Estiramiento C-O-C asimétrico en celulosa pretratada Lignina 
1108 Deformación: C-H aromatico  Celulosa, 

hemicelulosa, 
lignina 

1053 Vibración de estiramiento: C-OH; Deformación: C-O Celulosa, 
hemicelulosa, 
lignina 

1042 Estiramiento y vibraciones: -CH2OH y C-O (biomasa 
pretratada) 

Celulosa, lignina 

897-900 Estiramiento: C-O-C Celulosa amorfa celulosa 
896 Estiramiento: C-O-C Celulosa, 

hemicelulosa 
846 Flexión: aromático C-H Lignina 

Adaptado de: Azizan et al., 2022 

 

2.7.2. Caracterización estructural (morfológica) por microscopia 

electrónica de barrido (SEM) de biomasa pretratada 

 

La caracterización estructural de muestras se realiza mediante el uso de un 

microscopio electrónico de barrido, el cual permite la observación y 

caracterización superficial de materiales orgánicos e inorgánicos en una 

representación gráfica que se genera a partir del escaneo de la superficie de la 

muestra al hacer enfocar un haz de electrones que se conecta con la muestra 

Cuadro 4. Principales bandas espectrales de espectroscopía infrarroja por 
transformada de Fourier (FTIR) para grupos funcionales de BLC (cont.) 
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para producir señales y así obtener información sobre la morfología y 

composición de la superficie en estudio. Es importante mencionar que previo al 

análisis de muestras en necesario realizar un pretratamiento de reducción de 

tamaño de partícula, además de eliminar la humedad para evitar interferencias 

durante la toma de imágenes. Diversos estudios han empleado esta técnica para 

caracterizar sus muestras pretratadas, tal es el caso de Poy y col (2023), quienes 

caracterizaron muestras de paja de arroz pretratada con [Emim] [OAc], los 

resultados obtenidos mostraron una estructura empaquetada y altamente 

ordenada, con material particulado en la superficie asociado con su contenido de 

sílice, para el material sin pretratar, mientras que la muestra pretratada mostró 

un aumento de la superficie en donde se observó una apariencia fibrosa que 

presentó poros o “hoyos” en la superficie, lo que asocio a la penetración del LI y 

a la eliminación de lignina y cenizas.  

 

 
Figura 8. Imágenes SEM de paja de arroz: a) Sin pretratamiento; b)-d) pretratadas 
con dos líquidos iónicos a diferentes tiempos y temperaturas de reacción. 
(Fuente: Poy et al., 2023) 
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3. DESARROLLO Y APLICACIÓN DE METODOLOGÍAS 
VERDES PARA PRETRATAMIENTO DE BIOMASA 
LIGNOCELULÓSICA DE CÁSCARA DE CACAO. 

 

3.1 Introducción 

La biomasa lignocelulósica (BLC) es un recurso renovable y abundante en la 

tierra que presenta potencial para transformarse en productos químicos y 

biocombustibles de alto valor agregado, con perspectivas a ser uno de los 

sustitutos a las fuentes de energía tradicionales basadas en recursos fósiles. 

Anualmente, se estima una producción a nivel mundial de 200 mil millones de 

toneladas, de las cuales sólo el 3% se utiliza en la industria de la celulosa y el 

resto se considera material de desecho (A.V.S.L Sai Bharadwaj et al., 2023). La 

biomasa lignocelulósica se compone principalmente de biopolímeros como la 

celulosa (30-60%), hemicelulosa (14-40%) y lignina (7-25%) (Okolie et al., 2021; 

Bhatia et al., 2019;). Por lo que, la complejidad de estos principales 

constituyentes, su estructura heterogénea, la cristalinidad de la celulosa y el 

grado de lignificación son los factores responsables de la recalcitrancia de la BLC 

haciéndola resistente a la degradación biológica y química. Para disminuir la 

recalcitrancia del material, es necesario aplicar procesos de pretratamiento que 

faciliten su digestibilidad ya sea química o enzimática.  

 

Durante el proceso de pretratamiento, la BLC sufre una especie de ruptura en la 

cristalinidad de la celulosa en conjunto con un grado de despolimerización, de la 

hemicelulosa y la rotura o perdida eventual de la lignina, disminuyendo la 

estructura recalcitrante de la lignocelulosa (Chen et al., 2017). El pretratamiento 

es un paso costoso pero fundamental para mejorar la accesibilidad y 

digestibilidad del material lignocelulósico. Los estudios más recientes sobre 

pretratamientos se están enfocando en reducir el consumo de reactivos químicos, 

los costos y la demanda de energía, es decir, en tratar de aplicar metodologías 

verdes (Abraham et al., 2020). En el contexto de pretratamientos, los líquidos 

iónicos (LI’s) emergen como una nueva clase de “disolventes verdes”, candidatos 
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a sustituir los disolventes orgánicos volátiles tradicionales debido a sus 

propiedades ecológicas, tales como la baja presión de vapor y la no 

inflamabilidad, además de que su aplicación no forma productos químicos 

peligrosos y a que es posible una recuperación de hasta aproximadamente el 

100% del LI empleado (Brandt-Talbot et al., 2017), además se consideran 

solventes de diseño pues se pueden sintetizar o modificar en función de su 

aplicabilidad especifica. 

La cáscara de la mazorca de cacao (CMC) es una materia prima importante de 

material lignocelulósico poco estudiado. Esta, es el principal subproducto que se 

obtiene en la industria del chocolate y representa el 70-75% del peso de la fruta 

fresca de cacao (Outtara et al., 2021; Lu, et al., 2018; Pérez et al., 2015). Además, 

se sabe que, por cada tonelada de semillas obtenidas, se generan 10 toneladas 

de CMC, las cuales son poco o nulamente aprovechadas, causando impactos, 

económicos, sociales y ambientales negativos, por lo cual es de suma 

importancia desarrollar metodologías que permitan su aprovechamiento. 

Es por ello, que el presente trabajo tuvo por objetivo implementar el uso de 

líquidos iónicos asistido por calentamiento en microondas como metodologías 

verdes para el pretratamiento de la biomasa lignocelulósica de la cascará de 

cacao, para así, favorecer la obtención y liberación de los principales 

biopolímeros que componen al material lignocelulósico de este subproducto 

como lo son la celulosa, la hemicelulosa y la lignina para una mayor digestilidad 

ya sea química o enzimática que permita obtener compuestos de alto valor 

agregado de un modo más eficaz y sostenible. 

 

3.2 Materiales y Métodos 

Los materiales y métodos empleados para el presente estudio se mencionan a 
continuación. 
 

3.2.1 Material vegetal 

Cáscaras de cacao frescas (Theobroma cacao L.) var. Carmelo se colectaron en, 
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en el estado de Tabasco, México, municipio de Cunduacán.  Las cáscaras se 

analizaron en instalaciones de la  Universidad Autónoma Chapingo, 

principalmente  en el laboratorio de investigación productos naturales, en donde 

se procedió a retirarles todo material ajeno a estas (semillas, mucilago u otros). 

Posteriormente, se secaron por exposición indirecta al sol, a temperatura 

ambiente durante 2 semanas y media y una vez secas, se procedió a moler las 

cáscaras en un molino manual para la reducción del tamaño de partícula y se 

pasaron por un juego de tamices ASTM de mallas No. 45, 60 y 80 para la 

obtención de tamaños de partícula de 355, 250 y 180 μm respectivamente, con 

estas muestras se procedió a llevar a cabo todos los análisis y pretratamientos. 

  

 
Figura 9. Obtención y preparación de muestras para su análisis. 

 

3.2.2 Equipos y reactivos 

Los equipos empleados fueron: equipo de extracción Soxhlet, horno de 

microondas (CEM, mod. Discover system, EE.UU., Matthews), estufa de secado, 

balanza analítica, Rota-evaporador (Büchi® Rotavapor R-300, Suiza), infrarrojo 

(ATR Agilent Cary 630 FTIR, Agilent,EE UU.), microscopio electrónico de barrido 

(QUANTATM 450 FEG). Además de algunos reactivos y solventes como: H2SO4, 

CH₃COOH, NaClO2, NaOH, H2O destilada y desionizada, hexano, diclorometano, 

metanol¸ cloruro de 1-butil-3-metilimidazol ([Bmim] Cl), 1-butil- Tetrafluoroborato 

de 3-metilimidazolio ([Bmim] [BF4]), 1-etil-Tetrafluoroborato de 3-metilimidazolio 

([Emim] [BF4]), 1-Hexyl-cloruro de 3-metilimidazolio (HMIM). Todos los reactivos 
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y solventes empleados fueron grado reactivo, adquiridos en Sigma-Aldrich (EE. 

UU.). 

3.2.3 Caracterización del material vegetal: Determinación de extraíbles  

Las muestras de cáscara de cacao se prepararon de acuerdo con las normas 

TAPPI T264 cm-97,T257. Para la determinación de extraíbles, se empleó la 

norma T204 cm-97, se utilizó como disolventes hexano, diclorometano y metanol. 

Este procedimiento consistió en tomar una muestra de 10 g (base seca, por 

triplicado, por cada tamaño de particula empleado), la cual se introdujo en un 

dedal de extracción de celulosa, en equipo Soxhlet con 150 ml de hexano durante 

4 horas de reflujo, luego se repitió el mismo proceso en 150 ml de diclorometano 

y finalmente en 150 ml de metanol durante 5 horas. Al termino de cada proceso 

de extracción con cada uno de los disolventes, la muestra sólida se secó hasta 

peso constante, y el disolvente con los extraíbles se eliminó en un evaporador 

rotatorio (Büchi® Rotavapor R-300, Suiza). La cantidad de extractos se calculó 

como la relación en porcentaje de los pesos anhidros del residuo de cada 

disolvente menos el blanco entre la muestra inicial multiplicados por 100. Con 

esta muestra exenta de extraíbles, fue posible determina las cantidades de  

lignina, celulosa y holocelulosa.  

 

 
Figura 10. Metodología para la determinación de extraíbles en CPH, de acuerdo 

a la Norma T-204cm-97 

3.2.4 Caracterización del material lignocelulósico: Cuantificación de 

lignina insoluble en ácido (Lignina Klason) 

 

La determinación de lignina se llevo acabo con base a la norma TAPPI 222 om-
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02. La determinación se basa en el método Klason. Para la determinación se 

colocó en un baño de agua a 20°C, 1 g de muestra seca libre de extraíbles en un 

vaso de precipitado de 100 ml, al que se le añadió 15 ml de H2SO4 al 72%, la 

muestra se coloco en agitación durante 2 h, al término de este tiempo se detuvo 

la agitación de la muestra, posteriormente se agregó 30 ml de H2O destilada, la 

mezcla se transfirió a un matraz bola de 1000 ml, se le agregó 545 ml más de 

H2O destilada hasta alcanzar una concentración del 3% del H2SO4, esta muestra 

se colocó en ebullición con reflujo durante 4 horas, posteriormente se filtró al 

vacío en crisol Gooch de 50 ml porosidad ASTM 40-60 C y finalmente se secó al 

horno a 105°C hasta peso constante. La lignina insoluble en ácido se determinó 

en porcentaje como el peso del residuo multiplicado por 100 entre la muestra libre 

de extractos. Por cada tamaño de partícula de cáscara molida se realizaron 

triplicados. Los resultados se expresaron en porcentaje en base seca. 

 

3.2.5 Cuantificación de Holocelulosa 

La determinación de holocelulosa se realizó con base en la norma ASTM D1104, 

llamado técnica de cloración, que define a la holocelulosa como la parte de 

material vegetal insoluble en agua carbohidratos insolubles en agua. Para la 

determinación se pesaron 2.5 g de cáscara libre de extraíbles, los cuales se 

colocaron en un matraz Erlenmeyer,  mas 80 mL de agua caliente, 0.5 mL de 

CH3COOH y 1.0 g NaClO2. El el recipiente con la mezcla se tapó y se colocó en 

baño de agua a 75 ± 5 °C durante una hora, con agitación semiconstante. 

Posteriormente, se añadió nuevamente 0.5 ml de ácido acético y 1.0 g de clorito 

de sodio. El procedimiento se hizo cada hora por un tiempo de cuatro horas, al 

finalizar, el matraz se enfrió en un baño con hielo. Al enfriase la mezcla, se 

filtraron al vacío los sólidos usando un papel filtro previamente pesado. Al residuo 

sólido se le agrego agua destilada (lavar) hasta la eliminación del color amrillento 

y los vapores de compuestos de cloro. Finalmente, la muestra se secó a 102 ± 

3°C en estufa,  hasta lograr un peso constante, se colocó en un desecador y se 

pesó. Las determinaciones se realizaron tres veces para cada tamaño de 
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partícula. Los resultados se expresaron en porcentaje en base seca. 

 

3.2.6 Cuantificación de Celulosa 

La celulosa se determinó de acuerdo a la norma TAPPI T 203 cm-99, en donde 

se partió de una muestra de 2 g de holocelulosa, se colocó en un vaso de 

precipitado de 250 ml, el cual se llevó a un baño de agua de 20°C, se agregaron 

10 ml de NaOH al 17.5% y 15 ml más en intervalos de 5 ml cada 5 minutos, para 

un total de 25 ml de NaOH 17.5% y se dejó en reposo durante 30 minutos, al 

término de 45 minutos se añadieron 33 ml H2O destilada y se dejó en reposo 

durante 1 h más, posteriormente se pasó a filtración en crisol Gooch para lavado 

de flujo lento con 100 ml de NaOH al 8.3%, 100 ml de H2O destilada, 15 ml de 

CH₃COOH y finalmente lavado con H2O destilada hasta pH neutro. Se filtró al 

vacío de acuerdo a la norma. El contenido de celulosa se determinó una vez seco 

el residuo en horno hasta peso constante, el resultado expresado en porcentaje 

es la relación del peso anhidro del residuo entre el peso anhidro de la 

holocelulosa multiplicado por 100. 

 

3.2.7 Cuantificación de cenizas 

Las cenizas se determinaron por triplicado por tamaño de partícula empleado. La 

determinación se realizó con 4 gramos de muestra, la cual se colocó en un crisol 

de porcelana seco y de peso conocido, el crisol se introdujo en una mufla 

(Barnstead/Thermolyne Benchtop Muffle Furnaces, Type 47900) y se calentó 

hasta llegar a 575°C durante dos horas, donde se incineró sin producir flama, 

posterior a esto, se sacó, enfrío en desecador y pesó, se regresó la muestra a la 

mufla con las mismas condiciones de temperatura y se dejó una hora más para 

llevar a peso constante. El cálculo se realizó con el peso de la ceniza multiplicado 

por 100 entre el peso inicial de la muestra, para el reporte de resultados en 

porcentaje (base seca). 
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3.2.8 Pretratamientos con líquidos iónicos asistido en microondas 

 

Para cada tamaño de partícula empleado se ocuparon 100 mg de cascará de 

cacao, se introdujeron en un tubo reactor para microondas (CEM, mod. Discover 

system, EE.UU., Matthews) equipado con una barra magnética, la muestra se 

mezcló con 0.2mL del respectivo líquido iónico a probar: el 1-butil- 

Tetrafluoroborato de 3-metilimidazolio ([Bmim] [BF4]) y el 1-hexyl- cloruro de 3-

metilimidazolio ([HMIM][Cl]). Se procedió a irradiar las muestras con 

temperaturas desde 100, 150, 180 y 200 grados centígrados, con tiempos de 

trabajo de 5, 10 y 15 minutos respectivamente para estudiar el efecto de la 

digestibilidad de la biomasa lignocelulósica de CMC. Después de cada 

tratamiento, la mezcla se dejó enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente, 

posteriormente, las muestras tratadas se filtraron realizando lavados con 15 mL 

de diclorometano. La fase solida se recuperó en frascos viales, los cuales se 

secaron junto con la muestra recuperada a 100°C durante 4horas, posteriormente 

se secaron y almacenaron en desecadores hasta sus posteriores análisis. Por 

otra parte, la fase líquida se concentró en rotavapor Büchi® con la finalidad de 

recuperar ambos disolventes tanto el diclorometano que se utilizó para los 

lavados, así como el líquido iónico empleado para su posterior reutilización. Con 

los pesos tanto del material sólido como líquido se realizaron los cálculos del 

porcentaje de recuperación de ambas fases.   

 
Cuadro 5. Diseño experimental de los pretratamientos aplicados 

Tamaño de 

Malla 

Temperaturas y tiempos de reacción 

100° 150°C 180° 200° 

45 (355µm) 5’ 10’ 15’ 5’ 10’ 15’ 5’ 10’ 15’ 5’ 10’ 15’ 

60 (250µm) 

80 (180µm) 

Nota: las condiciones experimentales aplicaron para cada liquido iónico probado. 
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3.2.9 Caracterización estructural por FTIR-ATR 

 

Después de los pretratamientos las muestras se caracterizaron estructuralmente 

para observar los cambios en los grupos funcionales mediante espectroscopia 

infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) utilizando un espectrómetro ATR-

FTIR (espectrómetro ATR Agilent Cary 630 FTIR, Agilent,EE UU.). Todas las 

muestras se analizaron en el rango de 800-4000cm-1 con 128 scanes y una 

resolución de 0.16. Adicionalmente las muestras sin pretratamiento, pero libres 

de extraíbles fueron caracterizadas también para contar con un patrón de 

referencia para cada tamaño de partícula empleado. 

 

3.2.10 Caracterización estructural por microscopia electrónica de barrido 

(SEM) 

La morfología de la superficie de las cascaras de cacao después del 

pretratamiento se observó mediante un Microscopio electrónico de barrido por 

emisión de campo (FEI QUANTATM 450 FEG) operando a un voltaje de 

aceleración de 1-5 kV y un aumento de 50X y 500X. Previo a su análisis las 

muestras fueron secadas a punto crítico en una estufa de secado y se recubrieron 

con oro-paladio antes del análisis SEM. 

 

 3.2.11 Análisis estadístico  

 

El reporte  del contenido de extraíbles totales, celulosa, lignina, holoceluosa, y 

cenizas de las muestras sin pretratamientos, se calculó el promedio y la 

desviación estándar de las 3 repeticiones por muestra (tamaño de partícula), 

además se llevo a cabo el análisis de varianza (diseño completamente al azar 

por triplicado) en busquedad de identificar diferencias estadísticas (p<0.05) entre 

los tamaños de partícula empleados, además se realizó una comparación de 

medias mediante la prueba de Tukey. 

 

 En el caso del porcentaje de recuperación de sólidos totales después de los 
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pretratamientos, únicamente se calculó el promedio de las 3 repeticiones y con 

estos datos se procedió a analizarlos mediante un diseño factorial 3k para 

establecer diferencias estadísticas significativas (p<0.05), entre los 3 principales 

factores a evaluar: uno el tamaño de partícula, dos el tiempo y temperatura de 

reacción y tres, los líquidos iónicos empleados.  Todos los datos se analizaron 

usando el programa estadístico SAS versión 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, 

EE. UU). 

 
3.3 Resultados y discusión  

A continuación, se presentan los resultados obtenidos en el presente estudio, así 

como su respectiva discusión en cada apartado. 

 

3.3.1 Cuantificación de extraíbles y material lignocelulósico de la cáscara 

de cacao 

Los valores de la composición del BLC y extraíbles de la CMC, por tamaño de 

partícula, se muestran en la Tabla 4, en donde se puede observar que la 

composición química de las mismas presento un contenido importante y 

mayoritario de celulosa con un porcentaje aproximado de 29%, seguido de la 

lignina con un porcentaje de ~25% y finalmente de hemicelulosa con un 

porcentaje ~ 18%., para los cuales no existió diferencias significativas entre 

tamaños de partícula. Estos tres porcentajes obtenidos son de particular interés, 

ya que juntos conforman más del 50% de los constituyentes químicos le la 

cáscara de mazorca de cacao, lo que nos indica que en efecto ésta, es una fuente 

importante de material lignocelulósico que puede ser aprovechada para la 

obtención de bioenergía y otros compuestos bajo un concepto de biorrefinería 

(Villamizar et al., 2017; Valladares-Diestra, 2022).  
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Cuadro 6. Cuantificación del material lignocelulósico de tres tamaños de 

partícula de la cáscara de cacao, variedad Carmelo. 
Malla/Tamaño 

de partícula 

Extraíbles 

(%) 

Lignina 

(%) 

Celulosa  

(%) 

Hemicelulosa 

(%) 

Cenizas  

(%) 

45 (355µm) 22.01 ± 1.19  25.40 ± 0.51  28.5 ± 1.12  17.45 ± 1.19  6.31 ± 0.40 a 

60 (250µm) 21.35 ± 1.36  25.31 ± 0.56  29.12 ± 1.03 18.01 ± 1.04  6.25 ± 0.10 a 

80 (180µm) 21.07 ± 1.28  25.67 ± 0.76  29.8± 1.05  17.86 ± 1.23  5.20 ± 0.10 b 

Promedios (n=3) ± desviación estándar. Ausencia de letras significa que no existe diferencia 
significativa; letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa. (Tukey, 
ρ<0.05) 

 

En lo que respecta al contenido de extraíbles totales, este fue de 

aproximadamente el 22%, para el cual tampoco existió diferencia significativa 

entre tamaños de partícula analizados. Este contenido importante y nada 

despreciable de extraíbles, se asocia al contenido de mezclas de compuestos 

liposolubles, carbohidratos e hidrocarburos de bajo peso molecular, algunos 

compuestos fenólicos y otros compuestos hidrosolubles (Ofosua et al., 2016; 

Campos-Vega et al., 2018), compuestos que de igual manera pueden emplearse 

para la fabricación de productos de interés o bien para extraerlos y agregarlos a 

otras fuentes alimenticias dándoles así un valor agregado. En el caso de cenizas, 

si existió diferencias significativas, encontrando un porcentaje menor (~5%) en el 

caso de la malla 80, lo cual se asocia a la consecuente reducción del tamaño de 

partícula, en la que probablemente haya un tipo de perdida de estos 

componentes minerales asociados al contenido de cenizas. Es importante 

mencionar que los porcentajes de cenizas encontrados son altos y de acuerdo 

con estudios previos se destaca el contenido de minerales como el calcio, 

potasio, magnesio, manganeso, hierro, cobre, sodio y zinc (Vázquez, et al.,2019) 

lo que podría sugerir su uso en la fortificación de otros alimentos procesados. 
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Cuadro 7. Composición química (material lignocelulósico) de cáscara de cacao, 
reportada en trabajos previos 

Celulosa 
(%) 

Hemicelulosa 
(%) 

Lignina 
(%) 

Cenizas 
(%) 

Extraíbles 
(%) 

Referencia 

35.0 11.0 14.6 9.1 6.1 (Campos-
Vega et al., 

2018) 

31.7 27.0 21.7 3.7 16.8 (Dahunsi et 
al., 2019) 

15.45 11.47 30.18 8.35 33.46 (Valladares-
Diestra et al., 

2022) 

32.3 21.4 6.7 15  (Vriesmann 
et al., 2017) 

35.4 37 14.7 12.3 17.6 (Daud et al., 
2013) 

28.25 16.75 24.16 9.07  (Sandesh et 
al., 2020) 

 

24.4 11.0 26.38 - 10.02 (Vásquez et 
al., 2019) 

 

En el Cuadro 7 se puede observar la composición química en cuanto al material 

lignocelulósico y extraíbles de cáscara de cacao reportada en trabajos previos, 

en esta se puede observar que los porcentajes de celulosa, hemicelulosa, lignina, 

extraíbles y cenizas obtenidos en el presente estudio entran dentro del rango de 

porcentajes reportados en la literatura, en algunos casos los porcentajes 

obtenidos son inferiores e incluso en su mayoría son superiores, estas diferencias 

se pueden atribuir a una diversidad de factores, entre ellos la variedad de cacao 

empleada, su madurez, el tipo de suelo del que provenga, las condiciones 

climáticas así como los métodos empleados en las determinaciones hace que las 

composiciones reportadas no sean tan homogéneas pero sí semejantes y 

comparables entre sí. 

 

3.3.2 Análisis de líquido iónico remanente y de sólidos totales recuperados 
en los pretratamientos.  

 
La evaluación del efecto de los líquidos iónicos sobre el material lignocelulósico 

de la cáscara de mazorca de cacao, se llevó a cabo inicialmente cuantificando 
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en el material sólido recuperado en cada pretratamiento.  Asociado a lo anterior, 

fue también necesario evaluar el líquido iónico recuperado después de cada 

pretratamiento realizado; el líquido remanente que se obtuvo por filtración con 

CH2Cl2 se analizó por comparación de los espectros de resonancia magnética 

nuclear de protón (1H-RMN). Se seleccionaron los líquidos remanentes obtenidos 

de tres experimentos de pretratamientos del material lignocelulósico con el 

líquido iónico 1-butil- tetrafluoroborato de 3-metilimidazolio [BMIM]BF4, en los tres 

experimentos, se modificó la temperatura de calentamiento (100, 150 y 180oC), 

(figura 11). El espectro 1H-RMN, del experimento a 100° C (figura 11-b), muestra 

de manera general como componente mayoritario el [BMIM]BF4, sin embargo, 

comparado con el espectro de protón del LI´s puro (figura 11-a), se observan 

pequeñas señales que al parecer se duplican, lo anterior se puede asociar a dos 

posibles fenómenos, uno de ellos podría indicar un ligero grado de 

descomposición del líquido iónico. A pesar de que hay un pequeño grado de 

descomposición al aumentar la temperatura a 150 o C y 180 oC, los espectros 

muestran que no hay descomposición total (figuras 11-c y 11-d). La otra 

posibilidad, es que dichas señales corresponden a residuos de carbohidratos, o 

ligninas solubles en el líquido iónico, esta consideración es más lógica, dado que 

la composición estructural de la BLC, contiene variedad de estas mezclas de 

compuestos que se liberan en los pretratamientos. 
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Figura 11. a) Espectro 1H-RMN de BMIM]BF4 Puro, b) 1H-RMN de líquido 
recuperado de pretratamiento a 100o C, c) 1H-RMN de líquido recuperado de 
pretratamiento a 150o C, d) 1H-RMN de líquido recuperado de pretratamiento a 
180o C. 

 
A pesar de que el líquido iónico recuperado, contiene en una baja proporción de 

otros compuestos disueltos en él; este análisis permite verificar que el líquido 

iónico puede ser reciclado después de los pretratamientos y este aspecto es muy 

relevante dentro del contexto de una metodología verde. Otro análisis realizado 

fue la cuantificación de los sólidos recuperados después de los pretratamientos, 

el enfoque se centra en evaluar principalmente el grado de interacción y 

solubilización del material lignocelulósico de CM, a cada condición de 

pretratamiento. Se pretendió establecer cuál es la condición más apropiada para 

modificar las diferentes composiciones de este material. Inicialmente, el análisis 

se realizó para los pretratamientos con el líquido iónico [BMIM]BF4, los resultados 
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obtenidos se muestran de manera grafica en la figura 12. 

 

Figura 12. Porcentajes de recuperación de sólidos después de los diferentes 
pretratamientos con [BMIM]BF4. 

 
La gráfica muestra un mayor porcentaje de recuperación de sólidos en los 

experimentos a baja temperatura, sin embargo, a temperaturas de calentamiento 

a 150 oC, el porcentaje se reduce manteniéndose en un rango constante hasta 

en los pretratamientos más “severos” que se llevaron a cabo a altas temperaturas 

y tiempos de reacción (180-200°C/15min) y específicamente para el caso de los 

tamaños de partícula 250 y 180 µm (mallas 60 y 80 respectivamente). La 

disminución en el porcentaje de recuperación de sólidos para los pretratamientos 

con [BMIM]BF4, se puede asociar a la elevada acidez que presenta éste líquido 

iónico, debido al catión (imidazolio) y anión (BF4
-) que lo conforma y su afinidad 

por el enlace hidrógeno, pues de acuerdo con los mecanismos de solubilidad de 

la biomasa lignocelulósica con líquidos iónicos reportados en la literatura (Xiaoqui 

et al., 2022; Usmani et al., 2020; Jing et al., 2019; Zhang et al, 2017), predomina 

la formación de un complejo Donado-Aceptor de Electrones (EDA) mediante la 
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interacción de los átomos de oxígeno e hidrógeno de los hidroxilos de la celulosa 

y los líquidos iónicos (Figura 13) con base a su acidez y su mayor o menor 

capacidad de aceptar-donar electrones, se favorece dicha interacción y con ello 

la deconstrucción de los enlaces celulosa-celulosa dando como resultado una 

mayor disolución de la biomasa y específicamente, la celulosa (Nis y Laya, 2021; 

Rabideau et al., 2014; Raj et al.; 2016). 

 

 

Figura 13. Interacciones donador-aceptor de electrones (EDA) entre grupos alquil 
imidazolio e iones hidrogen-sulfato con los grupos hidroxilo de la 
celulosa/hemicelulosa (Fuente: Nis & Kaya, 2021; Matsagar & Dhepe, 2015) 

 

En lo que respecta a los pretratamientos con liquido iónico [HMIM]Cl y los altos 

grados de recuperación de sólidos obtenidos (figura 14), se asocian a un menor 

porcentaje de solubilización del material lignocelulósico, pese a que en la 

literatura se reporta que los cationes imidazolio son de los LI más eficientes en la 

deconstrucción de la biomasa lignocelulósica (Usmani 2020: Li et al., 2018; 

Financie et al, 2016; Pérez-pimienta et al., 2016); sin embargo, en este caso la 

baja la solubilización se asocia al radical hexyl que contiene el catión imidazolio, 

lo que le confiere un mayor peso molecular, una mayor hidrofobicidad así como 

un mayor impedimento estérico que físicamente se traduce en una mayor 

viscosidad y químicamente en la dificultad de la interacción del tipo EDA, antes 

mencionada. 
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Figura 14. Porcentajes de recuperación de sólidos después de los diferentes 
pretratamientos con [HMIM]Cl 

 
Finalmente y de acuerdo con el análisis de varianza realizado para los 

porcentajes de recuperación de sólidos (Anexo 1), se muestra, que en efecto 

existió diferencia significativa entre al menos un tratamiento, por lo que al realizar 

el test comparativo de medias (Tukey con p<0.05) se verificó y comprobó que 

existió diferencias significativas entre tratamientos, es decir, que tanto el tamaño 

de partícula, los líquidos iónicos empleados así como los tiempos y temperaturas 

de reacción son parámetros estadísticamente significativos y cruciales en la 

recuperación de sólidos. Es importante mencionar, que para todas las muestras 

se obtuvieron menores porcentajes de recuperación de sólidos a medida que 

aumentó la temperatura y los tiempos de reacción, lo que se asocia a la mayor 

severidad del pretratamiento. Durante este proceso también se llevó a cabo la 

recuperación de los líquidos iónicos empleados. Los resultados obtenidos 

mostraron porcentajes de recuperación del 95-100% en todos los casos, lo cual 

es de gran importancia puesto que estos pueden volver a ser utilizados, 

minimizando el impacto ambiental de que presentan los disolventes tradicionales, 

sugiriendo su uso e implementación en la química verde (Šibalić et al., 2023; 
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Amini, Valls y Roncero, 2021; Usmani et al., 2020; Asim et al., 2019). 

 

3.3.3 evaluación del Efecto de los pretratamientos en la estructura de la 

biomasa: Caracterización estructural por FT-IR 

 

Se llevó a cabo un análisis por espectroscopía de Infrarrojo medio con un equipo 

de trasformada de Fourier (FT-MIR) del material lignocelulósico de CMC, antes y 

después de los pretratamientos con LI. Las muestras sólidas, fueron insoluble en 

disolventes orgánicos o agua; por lo que es un material apropiado para usar la 

técnica de ATR en la espectroscopía IR y para detectar los estiramientos y 

vibraciones de grupos funcionales orgánicos . 

 
Cuadro 8. Absorción IR características en el estudio de la BLC (adaptado de Xu 
& Wang, 2015) 

Longitud de 

onda/cm
−1 

Asignación/ grupo Funcional  Biopolímero 

874 Enlace glucosídico  C-O-H Hemicelulosa 

930 Enlace glucosídico  C-O-H Celulosa, Hemicelulosa 

990 Vibración C–O, C=C, C-C-O Celulosa 

1035 Estiramiento C–O, C=C, C-C-O Celulosa, hemicelulosa y lignina  

1160 Vibración asimétrica C–O-C Celulosa, hemicelulosa  

1200 Flexión O-H Celulosa, hemicelulosa 

1215 Estiramiento C-O y C-C Lignina (madera) 

1270 Vibración Aromática  Guayacilo (lignina) 

1280 Flexion C-H  Celulosa cristalina  

1310 Oscilacion C-H Celulosa, hemicelulosa 

1327 Deformación C–O Anillo de siringilo (lignina) 

1335 Vibración C-H, Flexión O-H en el plano  Celulosa, hemicelulosa 

1380 Flexion C-H Celulosa, hemicelulosa 

1425 Deformación C–H en el plano  Lignina (madera) 

1440 Flexión O–H en el plano Celulosa, hemicelulosa y lignina 

1465 Deformación C–H  Lignina 

1500 Vibración en anillo aromatico Lignina 

1595 anillo aromatico + estiramiento  C=O  Lignina 

1682 Estiramiento C=O, (no conjugado) Hemicelulosa 

1730 Estiramiento C=O, cetona, aldehído Hemicelulosa 

1750 Ester libre Hemicelulosa 

2480, 2937 Estiramiento C–H Hemicelulosa 

3421 Estiramiento O–H Hemicelulosa 
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Para este análisis se recurre a los datos de la literatura (Xu & Wang, 2015), lo 

cual una herramienta para asignar los estiramientos y vibraciones características 

asociadas a las unidades estructurales de los biopolímeros constituyentes de 

BLC (Cuadro 8).  

 

La complejidad estructural del residuo sólido, no permite distinguir de manera 

muy resuelta cambios significativos en la matriz lignocelulósica, sin embargo, se 

señalarán diferencias sutiles basados en lo pretratamientos con los dos LI de 

trabajo.  La Figura 15, muestra los distintos espectros determinados para CMC, 

de tamaño de partícula malla 45, con el líquido iónico [BMIM]BF4 y [HMIM]Cl, en 

ellos se observan algunas señales características de los grupos funcionales 

constituyentes de los polímeros del material lignocelulósico.  
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Figura 15. Espectros de IR de los sólidos recuperados en pretratamientos con 
[BMIM]BF4 y [HMIM]Cl, a diferentes tiempos y temperaturas para CMC malla 

45. 

 

Todos los sólidos recuperados a este tamaño de partícula muestran bandas 

anchas cercanas a 3400 cm-1; las cuales son asignadas a la elongación O-H, de 

OH de fenoles, azucares y/o, de alcoholes no estructurales R-OH. En el caso del 

tratamiento con [BMIM]BF4 estas bandas se presentan menor intensidad lo que 

contrasta con los espectros para el pretratamiento con  [HMIM]Cl, este efecto se 

puede atribuir a: la perdida de “puentes de hidrógeno” intermolecular o la 
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competencia por esos centros de enlace de parte del líquido iónico; es decir si el 

[BMIM]BF4 tuvo una mayor interacción con el material lignocelulósico, 

efectivamente este efecto se ve marcado en las señales anchas del estiramiento 

O-H. En 2900 y 2800 cm-1, se encuentran las elongaciones correspondientes a 

el enlace C-H de grupos metilo, metileno, metino, metoxilo y algunos de anillos 

aromático.  Otras señales importantes como la 900 (y 1424 cm-1, están 

asociadas a celulosa amorfa y cristalina respectivamente (Poy et al., 2023). 

Después del pretratamiento con [BMIM]BF4 estas bandas se observó que la 

celulosa amorfa (900 cm-1) se acentuó más, mientras que en el pretratamiento 

con [HMIM]Cl la acentuación de dicha banda fue menor. Esto confirmó la mayor 

solubilización de la fracción de celulosa amorfa de CMC después del 

pretratamiento con [BMIM]BF4. El análisis de los espectros de IR, para los 

tamaños de partícula del material lignocelulósico 60 mallas y 80 mallas (figuras 

16 y 17), mostró un patrón de señales similar a los pretratamientos de 45 mallas, 

por lo que se concluye que el cambio de tamaño de partícula, no fue significativo.  
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Figura 16. Espectros de IR de los sólidos recuperados en pretratamientos con 
[BMIM]BF4 y [HMIM]Cl, a diferentes tiempos y temperaturas para CMC malla 60. 
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Figura 17.Espectros de IR de los sólidos recuperados en pretratamientos con 
[BMIM]BF4 y [HMIM]Cl, a diferentes tiempos y temperaturas para CMC malla 
80. 
 

3.3.2.3 Efecto de los pretratamientos en la micro-estructurta de la 
biomasa: Análisis por microscopia electrónica de barrido (SEM) 
 

Los cambios morfológicos del material sólido después de los pretratamientos se 

investigaron mediante análisis SEM. Se seleccionaron algunos experimentos 

para realizar el análisis de la superficie del material, en los cuales solo se uso el 

tamaño de partícula de malla 60. En la figura 18, se muestra el material de CMC 
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sin tratar (figura. 18a), para un aumento de 100 um, se observó características 

de una estructura empaquetada y ordenada.  

 

Figura 18. Micrografías SEM de pretratamientos con líquidos iónicos de CMC a 
100°C (b y c) y a 150°C (d y e) 
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Al someter el material a tratamientos con LI [BMIM]BF4 y [HMIM]Cl, en 

temperaturas de 100o C y tiempo de calentamiento de 10 minutos (figuras 18-b y 

18-c), se observó cambio en la morfología, principalmente con el uso de 

[BMIM]BF4, se observa un alto nivel de porosidad que contrasta con la 

homogeneidad del material pretratado con [HMIM]Cl.  



76 
 
 
 

 

Figura 19. Micrografías SEM de pretratamientos con líquidos iónicos de CMC a 
180°C (b y c) y a 200°C (d y e). 

 

Cuando se aumentó más la temperatura (150oC), la superficie vuelve a mostrase 

muy heterogénea y desordenada (figuras 18-d y 18-e), es posible que se están 
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liberando extraíbles remanentes volátiles, o se establezca un efecto por la 

viscosidad distinta de los LI, que permiten un nivel de penetración, lo que cambia 

la morfología en ambos líquidos iónicos. Finalmente, al elevar la temperatura a 

180 oC (figuras 19-a y 19-b), se observan principalmente, clústeres cristalinos en 

el tratamiento con [BMIM]BF4 que podría estar asociados a la liberación de 

celulosa cristalina. En el caso de [HMIM]Cl a 180 y 200 oC (figuras 19-c y 19-e) 

el cambio en la morfología más notable es el incremento de porosidad, lo que 

contrasta con el tratamiento con [BMIM]BF4 a 200 oC (figuras 19-d), donde al 

parecer hay un empaquetamiento amorfo del material.  En resumen, se puede 

observar una tendencia de interacciona temperaturas de 100 oC y 150 oC, del 

líquido iónico BMIM]BF4 con el material lignocelulósico de la cáscara de cacao, 

lo que confirma los cambios estructurales observados por IR. Este análisis fue 

preliminar, y requiere de otros experimentos para determinar con certeza, 

cambios en despolimerización y afectación más contundente de la red 

lignocelulósica. 

 

3.4 Conclusiones  

• La cascara de cacao, presenta una composición importante de material 

lignocelulósico, de más del 50%, por lo que puede ser materia prima 

alternativa en generación de energía y subproductos de gran ínterés  

• El tamaño de partícula, los líquidos iónicos empleados, así como los 

tiempos y temperaturas de reacción son parámetros estadísticamente 

significativos y cruciales en la recuperación de sólidos. 

• Con [BMIM]BF4 los mayores porcentajes de recuperación de solidos (98-

99%) se presentaron para los tamaños de partícula 355 y 250µm (mallas 

45 y 60 respectivamente) a temperaturas de 100°C y tiempos de reacción 

de hasta 15 minutos. 

• Con [HMIM]Cl los mayores porcentajes de recuperación de solidos (98-
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80%) se presentaron para los tamaños de partícula 355 y 250µm (mallas 

45 y 60 respectivamente) a temperaturas de hasta 180°C y tiempos de 

reacción de hasta 10 minutos. 

• Los LI’s iónicos empleados se lograron recuperar hasta en un 100% con 

una alta pureza de acuerdo con los espectros de 1H-RMN tomados 

después de los pretratamientos, lo que confirma que es posible su 

reutilización, por lo que tomando en cuenta las demás ventajas y 

propiedades que poseen los LI’s es posible emplearlos como 

metodologías verdes. 

• Los análisis de IR y SEM, permitieron establecer que el [BMIM]BF4  

interacciona de manera más eficiente con el material lignocelulósico, lo 

que puede explotarse para posteriores procesos de obtención de 

compuestos de valor agregado 
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ANEXO 1.  RESULTADOS DEL ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

 
Resultados obtenidos en el programa SAS., de las ANOVAS y prueba de medias 

realizadas para el porcentaje de recuperación de solidos totales, mediante un 

diseño factorial 3K. 

 

 
                                            Sistema SAS            

14:48 Wednesday, May 5, 2023   1 

 

                                        Procedimiento ANOVA 

 

                                  Información del nivel de clase 

 

Clase          Niveles  Valores 

 

TRATAMIENTOS         3  1 2 3 

 

REPETICION           3  1 2 3 

 

TEMPERATURA          4  100 150 180 200 

 

TIEMPO               3  5 10 15 

 

RECUPERACION       102  38.4 38.48 38.6 38.72 39.4 39.96 40.08 41.6 

41.72 42.48 42.52 42.92 43.2 

                        43.6 44.55 44.8 44.84 44.92 44.96 45 47.6 

49.88 50.36 50.4 50.68 51.88 

                        51.92 52.08 52.36 52.96 53.16 53.76 53.88 

53.92 53.96 54.68 55.04 55.32 

                        55.8 56.64 56.84 56.92 57.04 57.8 57.84 

58.4 58.44 58.79 58.88 59.12 60.48 

                        61.28 61.48 61.6 62.36 62.8 63 63.2 63.48 

63.6 63.88 64 64.64 64.72 64.76 

                        64.84 64.96 65.8 67.04 67.3 67.36 67.4 

69.05 70.72 70.96 71.44 72.68 73.44 

                        73.52 73.6 74.88 76.08 77.88 79.36 81.8 

94.32 94.56 95.05 95.16 95.96 96.65 

                        96.96 97 97.84 98.3 98.55 98.6 99.12 99.15 

99.24 99.25 99.35 

 

 

                                  Número de observaciones    108 

                                            Sistema SAS            

14:48 Wednesday, May 5, 2023   2 

 

                                        Procedimiento ANOVA 

 

Variable dependiente: RECUPERACION 
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                                               Suma de     Cuadrado 

de 

        Fuente                      DF       cuadrados        la 

media    F-Valor    Pr > F 

 

        Modelo                      17     34888.86303      

2052.28606     151.03    <.0001 

 

        Error                       90      1222.97927        

13.58866 

 

        Total correcto             107     36111.84230 

 

 

                   R-cuadrado      Coef Var      Raiz MSE    

RECUPERACION Media 

 

                     0.966134      5.805013      3.686280              

63.50167 

 

 

                                                           Cuadrado 

de 

        Fuente                      DF        Anova SS        la 

media    F-Valor    Pr > F 

 

        TRATAMIENTOS                 2      4902.31744      

2451.15872     180.38    <.0001 

        TEMPERATURA                  3     26760.32671      

8920.10890     656.44    <.0001 

        TIEMPO                       2       412.03931       

206.01965      15.16    <.0001 

        TRATAMIEN*TEMPERATUR         6      2342.44644       

390.40774      28.73    <.0001 

        TRATAMIENTOS*TIEMPO          4       471.73314       

117.93328       8.68    <.0001 

                                            Sistema SAS            
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                                        Procedimiento ANOVA 

 

                  Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) 

para RECUPERACION 

 

 NOTA: Este test controla el índice de error experimentwise de tipo 

I, pero normalmente tiene un 

                         índice de error de tipo II más elevado que 

REGWQ. 

 

 

                          Alfa                                      

0.05 
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                          Error de grados de libertad                 

90 

                          Error de cuadrado medio               

13.58866 

                          Valor crítico del rango estudentizado  

3.37024 

                          Diferencia significativa mínima         

2.0706 

 

 

                  Medias con la misma letra no son 

significativamente diferentes. 

 

 

             Tukey Agrupamiento         Media      N    

TRATAMIENTOS 

 

                              A       71.9453     36    1 

 

                              B       63.1031     36    2 

 

                              C       55.4567     36    3 

                                            Sistema SAS            
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                                        Procedimiento ANOVA 

 

                                  Información del nivel de clase 

 

Clase          Niveles  Valores 

 

TRATAMIENTOS         3  1 2 3 

 

REPETICION           3  1 2 3 

 

TEMPERATURA          4  100 150 180 200 

 

TIEMPO               3  5 10 15 

 

RECUPERACION       102  38.4 38.48 38.6 38.72 39.4 39.96 40.08 41.6 

41.72 42.48 42.52 42.92 43.2 

                        43.6 44.55 44.8 44.84 44.92 44.96 45 47.6 

49.88 50.36 50.4 50.68 51.88 

                        51.92 52.08 52.36 52.96 53.16 53.76 53.88 

53.92 53.96 54.68 55.04 55.32 

                        55.8 56.64 56.84 56.92 57.04 57.8 57.84 

58.4 58.44 58.79 58.88 59.12 60.48 

                        61.28 61.48 61.6 62.36 62.8 63 63.2 63.48 

63.6 63.88 64 64.64 64.72 64.76 

                        64.84 64.96 65.8 67.04 67.3 67.36 67.4 

69.05 70.72 70.96 71.44 72.68 73.44 

                        73.52 73.6 74.88 76.08 77.88 79.36 81.8 

94.32 94.56 95.05 95.16 95.96 96.65 
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                        96.96 97 97.84 98.3 98.55 98.6 99.12 99.15 

99.24 99.25 99.35 

 

 

                                  Número de observaciones    108 

                                            Sistema SAS            
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                                        Procedimiento ANOVA 

 

Variable dependiente: RECUPERACION 

 

                                               Suma de     Cuadrado 

de 

        Fuente                      DF       cuadrados        la 

media    F-Valor    Pr > F 

 

        Modelo                      35     35649.15503      

1018.54729     158.50    <.0001 

 

        Error                       72       462.68727         

6.42621 

 

        Total correcto             107     36111.84230 

 

 

                   R-cuadrado      Coef Var      Raiz MSE    

RECUPERACION Media 

 

                     0.987187      3.992017      2.534997              

63.50167 

 

 

                                                           Cuadrado 

de 

        Fuente                      DF        Anova SS        la 

media    F-Valor    Pr > F 

 

        TRATAMIENTOS                 2      4902.31744      

2451.15872     381.43    <.0001 

        TEMPERATURA                  3     26760.32671      

8920.10890    1388.08    <.0001 

        TIEMPO                       2       412.03931       

206.01965      32.06    <.0001 

        TRATAMIEN*TEMPERATUR         6      2342.44644       

390.40774      60.75    <.0001 

        TRATAMIENTOS*TIEMPO          4       471.73314       

117.93328      18.35    <.0001 

        TRATAM*TEMPER*TIEMPO        18       760.29200        

42.23844       6.57    <.0001 
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                                        Procedimiento ANOVA 

 

                  Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) 

para RECUPERACION 

 

 NOTA: Este test controla el índice de error experimentwise de tipo 

I, pero normalmente tiene un 

                         índice de error de tipo II más elevado que 

REGWQ. 

 

 

                          Alfa                                      

0.05 

                          Error de grados de libertad                 

72 

                          Error de cuadrado medio               

6.426212 

                          Valor crítico del rango estudentizado  

3.38440 

                          Diferencia significativa mínima         

1.4299 

 

 

         Medias con la misma letra no son significativamente 

diferentes. 

 

 

             Tukey Agrupamiento         Media      N    

TRATAMIENTOS 

 

                              A       71.9453     36    1 

 

                              B       63.1031     36    2 

 

                              C       55.4567     36    3 

 


