Universidad de Burgos
Facultad de Ciencias
Departamento de Biotecnologia y Ciencia de los Alimentos

Area de Ingenieria Quimica

“Evaluacion del uso de disolventes eutécticos
profundos naturales (NADES) en el
pretratamiento de pieles de cebolla”

TRABAJO DE FIN DE MASTER

Dirigido y tutorizado por
Oscar Benito Roméan

Maria Teresa Sanz Diez

Memoria presentada por

Andrés Felipe Mayor Grajales



UNIVERSIDAD

DE B U R G O S Facultad de Ciencias

ANEXO DE SOSTENIBILIZACION CURRICULAR (1)

MASTER EN SEGURIDAD Y BIOTECNOLOGIA ALIMENTARIAS
CURSO 2024-2025

D. Andrés Felipe Mayor Grajales, estudiante matriculado en el Trabajo Fin de Master del Master en

Seguridad y Biotecnologia Alimentarias.

REFLEXION SOBRE LAS COMPETENCIAS DE SOSTENIBILIDAD DESARROLLADAS EN EL
TRABAJO FIN DE MASTER (entre 600 y 800 palabras):

¢Qué podemos hacer, como ingenieros, frente al reto de millones de toneladas de residuos
agroindustriales que, de no ser valorizados, deterioran el medioambiente y desperdician
recursos importantes para el mejoramiento de la seguridad alimentaria?

En el actual Trabajo Fin de Master, se busco dar respuesta a este interrogante mediante la aplicacion
de principios de sostenibilidad y economia circular en el tratamiento de residuos lignoceluldsicos, en
particular a la piel de cebolla. Esta reflexion parte de la necesidad de transformar los sistemas de
produccion y consumo, creando practicas que permitan mejorar y optimizar los recursos existentes para
reducir la generacion de residuos.

A lo largo de este trabajo pude comprender que la sostenibilidad no es solo un concepto técnico o
ambiental, sino un compromiso transversal que exige cambios de mentalidad, habitos y estrategias
industriales. El modelo de economia circular; el cual esta basado en reducir, reutilizar y reciclar. Ha
demostrado ser un factor de mucho analisis, siendo una alternativa viable para minimizar los residuos
producidos. Es por ello que, a lo largo del trabajo se buscé revalorizar un subproducto de la
agroindustria, por medio del pretratamiento con disolventes eutécticos profundos naturales para
obtener un material enriquecido en celulosa.

En este contexto, la investigacion se llevo a cabo en el pretratamiento de la piel de cebolla mediante
disolventes eutécticos profundos naturales (NADES por sus siglas en inglés), conocidos como
solventes verdes que ofrecen una alternativa prometedora frente a reactivos tradicionales muy
contaminantes. A través de esta experiencia investigadora pude reforzar mis habilidades para seguir
procesos respetuosos con el medioambiente, evaluando factores como la eleccion de materias primas,
la reduccion del consumo energético y la utilizacion minima de productos peligrosos.

Una de las competencias mas relevantes en el proceso de experimentacion que pude articular en la
universidad, fue la capacidad para analizar y comprender un proceso desde una perspectiva del ciclo
de vida, encontrando oportunidades de mejoramiento que van desde el inicio del laboratorio hasta la
posible aplicacion industrial. Este estudio resulta ser una pieza clave para garantizar que las soluciones
generen impactos en la seguridad alimentaria en general.

Ademas, este TFM fortalecié mi visién de que la innovacién tecnoldgica debe ir de la mano con la
sostenibilidad. Dado a que, al explorar diferentes formulaciones de NADES, me permitié comprender
cémo pequefias modificaciones en los parametros de operacion, pueden traducirse en procesos mas
eficientes y una menor dependencia de reactivos convenciones, sin la necesidad de recurrir a quimicos
tradicionales.

Otro punto valioso fue la conciencia critica y razonable sobre los desafios de escalar estos procesos
analiticos y experimentales. Si bien los resultados de laboratorio muestran un gran potencial, llevar
estas técnicas estudiadas a nivel industrial implica superar muchas barreras y econémicas. Reflexionar
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sobre ello, me hizo ser mas consciente de la verdadera importancia de poder buscar alternativas viables
y asequibles para que los principios de sostenibilidad no se queden no solo en la teoria, sino que se
materialicen en soluciones aplicables.

Esta investigacion, también refuerza por su parte la necesidad de colaboracién interdisciplinar, con las
distintas ciencias. Dado a que los retos ambientales exigen la participacidon de especialistas en
ingenieria, quimica, ciencias alimentarias, economia, medio ambiente y politica publica. La gestion de
residuos agroindustriales no se resuelve solo desde un laboratorio, sino mediante la articulacion de
todos los actores de la cadena de valor, incluidos productores, transformadores y al final de los mismos
consumidores.

Como resultado, este trabajo no solo ha permitido sentar las bases para producir materiales celulésicos
de alto valor afiadido, como la nanocelulosa, sino que ademas abre la puerta a nuevos usos de estos
materiales en sectores como la alimentacion, el textil o la medicina, contribuyendo a cerrar ciclos
productivos bajo los principios de la bioeconomia y la economia circular.

Finalmente, esta experiencia me deja como principal aprendizaje que la sostenibilidad no es una meta
alcanzable de forma aislada, sino un proceso de mejora y adaptacion continia. Ademas, requiere de
real compromiso para proponer alternativas que transformen la forma en que usamos los recursos
disponibles.

Burgos, a 16 de julio de 2025

o
Fdo.: Andrés Felipe Mayor Grajales

(1) Las memorias presentadas deberan contar con el Anexo de Sostenibilizacion Curricular. A tal efecto,
se incluira tras el documento con el visto bueno de los tutores del trabajo. (Reglamento interno
de la Facultad de Ciencias para la gestion de la asignatura “Trabajo Fin de Master” de la Facultad de
Ciencias, aprobado en Junta de Facultad de 6 de abril de 2022, modificado en Junta de Facultad el 7
de junio de 2023)
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RESUMEN

En el presente Trabajo Fin de Master (TFM) se llevo a cabo una investigacion tipo “screening
centrado en el pretratamiento de piel de cebolla utilizando disolventes eutécticos profundos
naturales (NADES) con el objetivo principal de enriquecer la fraccion celulésica de este
subproducto de la industria agroalimentaria. Estos disolventes verdes ofrecen ventajas
importantes frente a otros procedimientos convencionales basados en disolventes organicos;
como en su biodegradabilidad, baja toxicidad y alta compatibilidad.

Para la formulacion de los NADES, se emplearon combinaciones basadas en cloruro de colina
y betaina como aceptores de enlaces de hidrogeno (HBA) junto con acidos organicos (lactico,
malico y tartarico) como donadores de enlaces de hidrogeno (HBD). La investigacion se centrd
en estudiar las variables clave del proceso, como la relacion NADES:cebolla (se varié en el
rango 20:1 a 8:1, g:g), el tiempo de reaccion (de 1 a 6 horas), cinéticas y la temperatura (80
°C a 140 °C), sobre la eficacia de enriquecimiento de la fraccion celuldsica y reduccion de
lignina total.

Los resultados indicaron que, las mezclas de betaina y acido tartarico incremento la fraccion
de celulosa de un 34,3% partiendo como materia prima inicial, logrando un maximo de 64,4%,
lo cual lo indica la viabilidad de los NADES como agentes de hidrdlisis selectiva. El analisis
estadistico confirmé las diferencias significativas (p < 0,05) segun las formulaciones y
condiciones predeterminadas, destacando temperaturas de 120 °C como optimas para las
relaciones NADES:cebolla de 10:1 (g:g) y para tiempos de operacion largos, de 6 horas.

Este trabajo pone de manifiesto el potencial de los NADES como agentes de pretratamiento
selectivo para biomasa, y contribuye a la valorizacion de subproductos agroindustriales dentro
del marco de la biorrefineria y la economia circular. Asimismo, se sientan las bases para
futuras investigaciones orientadas al aprovechamiento de la fraccion celuldsica en
aplicaciones de alto valor afiadido, como la obtencion de materiales nanocelulésicos.

Palabras clave: biorrefineria, economia circular, fraccion celuldsica, hidrolisis selectiva,
NADES, piel de cebolla.

e

ABSTRACT

In this Master's Thesis (TFM), a screening-type investigation was carried out focusing on the
pretreatment of onion skin using natural deep eutectic solvents (NADES) with the main
objective of enriching the cellulose fraction of this by-product of the agri-food industry. These
green solvents offer significant advantages over other conventional procedures based on
organic solvents, such as biodegradability, low toxicity, and high compatibility.

For the formulation of NADES, combinations based on choline chloride and betaine were used
as hydrogen bond acceptors (HBA) together with organic acids (lactic, malic, and tartaric) as
hydrogen bond donors (HBD). The research focused on studying the key variables of the
process, such as the NADES:onion ratio (varied in the range 20:1 to 8:1, g:g), reaction time
(from 1 to 6 hours), kinetics, and temperature (80 °C to 140 °C) on the effectiveness of cellulose
fraction enrichment and total lignin reduction.

The results indicated that the mixtures of betaine and tartaric acid increased the cellulose
fraction from 34.3% of the initial raw material to a maximum of 64.4%, indicating the viability
of NADES as selective hydrolysis agents. Statistical analysis confirmed significant differences
(p £ 0.05) according to the formulations and predetermined conditions, highlighting
temperatures of 120 °C as optimal for NADES:onion ratios of 10:1 (g:g) and for long operating
times of 6 hours.

This work highlights the potential of NADES as selective pretreatment agents for biomass and
contributes to the valorization of agro-industrial by-products within the framework of biorefinery
and the circular economy. It also lays the foundation for future research aimed at exploiting the
cellulosic fraction in high value-added applications, such as the production of nanocellulosic
materials.
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Key words: biorefinery, circular economy, cellulosic fraction, selective hydrolysis, NADES,
onion skin.

1. INTRODUCCION

La creciente acumulacion de residuos agroindustriales, junto con el agotamiento de los
recursos fosiles y sus consecuencias ambientales, ha impulsado la necesidad de desarrollar
sistemas de produccion mas sostenibles, tanto a nivel energético como ambiental. Frente a
este desafio, la economia circular ha ganado protagonismo como modelo capaz de reducir el
impacto ambiental y fomentar el aprovechamiento integral de los recursos, promoviendo una
transicion real hacia el objetivo de residuo cero [1]. En particular, la biomasa lignoceluldsica
representa una fuente natural, renovable y organica de carbono apta tanto para la produccion
de biocombustibles como para la obtencion de compuestos quimicos de base bioldgica. Esta
conversién, ademas de reducir la dependencia de fuentes fésiles, contribuye
significativamente a la mitigacion de las emisiones de CO; [2]. La biomasa lignocelulésica
destaca por su abundancia, bajo coste y elevada concentracion de fracciones valorizables;
principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina, lo que la convierte en un recurso
estratégico para el disefio de procesos de valorizacion eficientes y sostenibles [3].

Entre las distintas fuentes de lignoceluldsica disponibles, los subproductos derivados de la
industria agroalimentaria ofrecen una via especialmente atractiva en términos de la economia
circular. En este sentido, la cebolla (Allium cepa L.) una de las hortalizas mas cultivadas a
nivel mundial, con una produccién anual estimada de 110 Mt en 2022, genera durante su
procesamiento un volumen importante de residuos. Las cascaras, que representan entre el
5% y el 10% del peso total del bulbo, constituyen el residuo principal de esta cadena
productiva [4]. Su uso en alimentacion animal esta restringido debido a la presencia de
compuestos organosulfurados, como los alqu(en)il cisteina sulféxidos, que tras la digestion se
transforman en metabolitos altamente reactivos con efectos adversos en el metabolismo de
los animales [5]; haciendo que su destino habitual sea el vertedero en basureros, donde se
desechan anualmente alrededor de 450.000 toneladas en Europa, generando una importante
carga econdmica y ambiental [1]. A pesar de ser tratadas comunmente como descarte, estas
cascaras de cebolla (OPW) contienen compuestos bioactivos de alto interés, tales como
flavonoides, acidos fendlicos y pectinas (hasta un 30%), con aplicaciones potenciales en las
industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica [6].

En este contexto, las biorrefinerias se consolidan como plataformas capaces de promover la
transformacion integral de la biomasa lignocelulésica en una amplia gama de productos con
valor afiadido. Los procesos convencionales estan basados en el uso intensivo de disolventes
téxicos (acidos organicos e inorganicos) y buscan romper la red estructural compuesta por
celulosa, hemicelulosa y lignina. Entre las técnicas mas empleadas se encuentran el
tratamiento con vapor, la molienda mecanica, la auto-hidrdlisis en agua caliente, asi como los
tratamientos acido y alcalino [7]. El tratamiento acido permite disolver parcialmente la lignina
y aumentar el area superficial de la celulosa, mejorando su accesibilidad. El tratamiento
alcalino, por su parte, favorece la separacion de los enlaces estructurales entre la lignina y
carbohidratos, lo que incrementa el rendimiento de azucares fermentables en etapas
posteriores [8]. Estos procesos, aunque son efectivos, presentan importantes problemas
ambientales, como el consumo de grandes cantidades de disolventes, cuya recuperacion y
reciclado presenta un reto adicional.

Esta situacion ha puesto de relieve la necesidad de seleccionar un medio de pretratamiento
que sean naturales, economicos y facilmente reciclables, alineados con los Objetivos de
Desarrollo Sostenible, en particular con el ODS 9 (Industria, innovacion e infraestructura) y el
ODS 12 (produccion y consumo responsables), que promueven el desarrollo de tecnologias
limpias y la valorizacion eficiente de recursos mediante modelos productivos amigables con
el medioambiente [9]. La creciente demanda de procesos sostenibles y respetuosos con el
medioambiente ha impulsado la investigacion y desarrollo de nuevos disolventes verdes. En
los ultimos afios, los disolventes eutécticos profundos (DES) han surgido como alternativas
prometedoras a los disolventes organicos tradicionales e incluso a los liquidos ionicos (IL),
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debido a su bajo coste, menor toxicidad y facilidad de preparacion. Estas mezclas se
caracterizan por presentar un punto de fusion inferior al de sus componentes individuales,
gracias a la formacion de enlaces de hidrogeno entre dos compuestos: un aceptor de enlaces
de hidrégeno (HBA), como cloruro de colina o betaina, y un donador de enlaces de hidrogeno
(HBD), como el acido lactico [3], lo que facilita su uso en reacciones de extraccion e hidrdlisis.

A partir de este concepto general, se desarrollaron los disolventes eutécticos profundos
naturales (NADES), compuestos por metabolitos celulares comunes como aminoacidos,
azucares, alcoholes y acidos organicos [10]. Al estar compuestos por sustancias presentes
de forma natural en organismos vivos, los NADES ofrecen diversas ventajas frente a otros
DES, tales como su biodegradabilidad, baja toxicidad y alta compatibilidad con otros sistemas
bioldgicos, convirtiéndolas en disolventes atractivos para procesos sostenibles [10]. No
obstante, su eficacia como agentes de pretratamiento depende de otras variables, como lo
son la naturaleza quimica de los componentes, la proporcién molar entre el HBA 'y el HBD, las
condiciones operativas de trabajo relacionadas a la temperatura y tiempo de tratamiento.
Algunos estudios han demostrado su efectividad en el tratamiento de biomasa lignoceluldsica;
por ejemplo, mezclas de cloruro de colina con acido oxalico o inclusive con hidréxido de
potasio han logrado fraccionar eficazmente tanto la celulosa como la lignina, facilitando la
separacion de componentes estructurales en residuos vegetales [7]. Es por ello, que los
NADES, se platean como agentes de pretratamiento de la cascara de cebolla, permitiendo
eliminar compuestos no celuldsicos y facilitar la recuperacion de celulosa purificada [11].

La celulosa purificada obtenida a partir de residuos lignoceluldsicos puede servir como materia
prima para la produccion de materiales celulésicos de tamafo nanométrico, cuya aplicacion
ha crecido significativamente en las ultimas décadas por su biodegradabilidad, alta superficie
especifica y propiedades mecanicas destacadas [12]. Estos materiales se clasifican
principalmente en dos tipos; los nanocristales de celulosa (CNC), que se obtienen por
hidrdlisis acida y se presentan como varillas rigidas con elevada cristalinidad y por otra parte
se encuentran las nanofibras de celulosa (CNF), generadas por desintegracion mecanica, las
cuales forman redes flexibles de fibrillas altamente entrelazadas, con una estructura similar a
espaguetis. Ambas estructuras poseen multiples grupos hidroxilo en su superficie, lo que
permite su funcionalizacién y compatibilidad con matrices poliméricas [13].

Con base en lo expuesto, el presente trabajo plantea una estrategia exploratoria tipo
screening, en la que se evaluaron diferentes formulaciones de NADES en combinacion con
variables clave del proceso, como la temperatura, tiempo de tratamiento, y la cantidad de
biomasa a tratar. Ademas, el enfoque experimental adoptado en este estudio permite
identificar las condiciones que favorecen la hidrdlisis selectiva de los componentes no
celulésicos, lo que resulta en la obtenciéon de un material enriquecido en celulosa. Esta
estrategia no solo optimiza el fraccionamiento de la biomasa, sino que también sienta las
bases para el desarrollo de futuras alternativas de valorizacién de residuos lignoceluldsicos,
como es el caso de la piel de cebolla.

2, OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es llevar a cabo una evaluacion preliminar del uso de
disolventes eutécticos profundos naturales (NADES) en el pretratamiento de pieles de cebolla.
Se pretende estudiar la capacidad de distintas formulaciones de NADES para modificar la
composicion de dicha biomasa, buscando un enriquecimiento en la fraccion celuldsica a la
vez que se reduce el contenido en lignina total. Para alcanzar este objetivo general, se
plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Disefar y sintetizar mezclas de disolventes eutécticos profundos naturales (NADES)
empleando cloruro de colina y betaina como donadores de puentes de hidrégeno
(HBA), en combinacion con distintos acidos organicos como aceptores de enlaces de
hidrégeno (HBD).

2. Evaluar el efecto de la relacion NADES:piel de cebolla en la composicion de la biomasa
tratada.
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3. Analizar la influencia del tiempo de reaccion sobre la evolucion de la composicion
quimica de la biomasa tratada.

4. Determinar el efecto de la temperatura de tratamiento.
3. MATERIALES Y METODOS

3.1. PRODUCTOS QUIMICOS Y MATERIALES

Como materia prima se ha utilizado piel de cebolla (Allium cepa, variedad Horcal)
proporcionada por la empresa productora de morcillas Embutidos Cardefia S.L. Esta cebolla
fue secada a temperatura ambiente y triturada utilizando el molino de cuchillas Retsch SM100
hasta obtener un tamano de particula inferior a 0.5 mm.

Para la preparacion de los NADES utilizados en el desarrollo del trabajo experimental se
utilizaron como HBA betaina (98%, adquirida a través de Alfa Aesar GmbH & KG, Alemania)
y cloruro de colina (>98%, VWR Chemicals, EEUU) y como HBD los siguientes acidos
organicos: acido lactico DL (~90%, fabricado por Fluka, distribuido por Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Alemania), acido tartarico (99.5% de pureza, proporcionado por Panreac) y acido
malico (>99%, fabricado por Fluka Chemie AG, Alemania).

Otros reactivos que se han empleado: H2SO4 para la hidrdlisis acida y para la fase movil del
HPLC. El acido sulfurico utilizado para la hidrélisis de la muestra fue del 96 % de pureza y fue
proporcionado por Labbox (Espafia), mientras que el utilizado para la preparacion de la fase
movil por HPLC fue Suprapur al 96 % proporcionado por Merck (Alemania). Todos los
reactivos fueron usados sin purificacion adicional.

Para la preparacion de los disolventes eutécticos profundos NADES, se utilizaron distintos
compuestos como aceptores (HBA) y donadores (HBD) de enlaces de hidrogeno. Para ello,
en la Tabla 1, se muestran los reactivos utilizados en la investigacion, acompafiados con el
peso molecular, formula quimica y estructura.

Tabla 1. Caracteristicas de los reactivos empleados para preparar los NADES

Peso
Compuesto Funcion | Molecular Férmula Quimica Estructura
(g/mol)
N
Cloruro de HBA 139,62 [(CH3)sNCH2CH20H]*CI- ) C//NQ'/\OH
Colina hd
CHs
HgCl}lCH
Betaina HBA 117,15 (CH3)sN*CH2COO- cte P
5
OH
Acido Lactico | HBD 90,08 CsHeO3 ©
cH, OH
(o]
Acido Malico HBD 134,09 C4HsOs “ONOH
[e] OH
; OH O
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Los reactivos se seleccionaron por su caracter natural, baja toxicidad y alta disponibilidad en
el medio, lo que los convierte en alternativas sostenibles en comparacion a los disolventes
tradicionales. La seleccion también se basé en su capacidad para formar NADES, por medio
de interacciones, como enlaces de hidrégeno entre aceptores (HBA) y donadores (HBD). En
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este trabajo de investigacion, el cloruro de colina y la betaina se emplearon como HBA debido
a su estructura quimica que facilita la formacion de enlaces de hidrégeno con los HBD. Es por
ello que, los acidos lactico, malico y tartarico son grupos funcionales capaces de participar en
multiples interacciones intermoleculares, con lo que permitieron obtener diversivas mezclas,
dando lugar a obtener biomasas enriquecidas.

Ademas, las propiedades fisicoquimicas de los NADES, como su viscosidad, polaridad y
capacidad extractiva pueden ajustarse en funcion de la proporcion y tipo de los componentes
utilizados. Esta versatilidad permite disefar sistemas especificos orientados a la extraccion y
valorizacién de compuestos bioactivos de interés que se encuentran presentes en los
subproductos de la agroindustria, como la piel de cebolla utilizada en este estudio.

3.2. PRETRATAMIENTO DE HIDROLISIS DE LA PIEL DE CEBOLLA CON
NADES

El proceso de extraccion se llevé a cabo en un sistema experimental (tal y como se muestra
en la Figura 1) compuesto por dos reactores encamisados en vidrio, cada uno de ellos con un
volumen de 0.25 L. Los reactores se aislaron térmicamente empleando fibra de vidrio. Por el
encamisado se hizo circular un fluido térmico (Marloterm SH) calentado en un bafio
termostatico (J.P Selecta, Tectron-Bath) que permitié alcanzar la temperatura de operacion
deseada (entre 80 y 140 °C). La agitacion dentro del reactor se consiguio al situar los reactores
sobre un agitador magnético J.P Selecta, Agimatic-N, operando a 300 rpm.

Figura 1. Montaje experimental del sistema de hidrolisis utilizado para el tratamiento de piel de cebolla
con NADES.

El pretratamiento mediante hidrdlisis con NADES se empled con el fin de facilitar la ruptura de
la estructura lignocelulésica de la piel de cebolla y de este modo, favorecer la liberacion de
los componentes. Tal como se describe a continuacion:

3.2.1. Preparacion de los NADES

Para llevar a cabo el proceso de la hidrdlisis, los NADES se prepararon combinando un HBA
y un HBD en proporciones molares establecidas (por ejemplo, ratio 1:2 HBA:HBD). A partir de
la masa molar de cada componente, se calcularon las cantidades necesarias para obtener
20 g de NADES en cada formulacion. Ademas, los reactivos fueron pesados por separado y
se introdujeron en el reactor previamente calentado hasta 80 °C. De esta forma y bajo
agitacion constante, se consiguio la fusién de los componentes de la mezcla hasta formar un
liquido homogéneo y transparente. En ese momento se incrementd la temperatura en los
reactores hasta alcanzar la temperatura de trabajo.
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3.2.2. Adicion de la biomasa y tratamiento térmico

Una vez alcanzada la temperatura de trabajo correspondiente (entre 80 y 140 °C), se afiadio
al reactor la cantidad de cebolla triturada correspondiente (entre 1 y 2,5 g, segun el
experimento). Después, la mezcla se mantuvo bajo agitacion durante el tiempo establecido
para cada condicién (entre 1y 6 horas).

3.2.3. Separacion, lavado y secado del residuo sélido

Finalizado el tiempo de tratamiento, el reactor se dejo enfriar hasta temperatura ambiente.
Luego, se anadieron 20 mL de una mezcla acetona:agua en proporcion 50:50 (v/v) para
reducir la viscosidad del sistema. Las muestras fueron transferidas a tubos de centrifugacion
de 50 mL y sometidas a tres ciclos de lavado con acetona y agua, siguiendo el protocolo
descrito por Mamilla et al. [7].

Las centrifugaciones se realizaron usando la centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST16R. La
primera centrifugacion se efectud a 4500 rpm (8 min en el primer ciclo y 5 min en los dos
siguientes). En cada ciclo, se descarto el sobrenadante y se adicionaron nuevamente 20 mL
de solucion acetona:agua en proporcion 1:1, seguida de agitacion vortex (v05 Series, 16x
Intruments) para garantizar una adecuada resuspension del sedimento. Tras el tercer ciclo de
lavado, los pellets obtenidos se secaron en una estufa a 50 °C durante 48 horas y fueron
triturados en un molino de bolas (RETSCH MM400) con una frecuencia de 25 Hz durante 2
minutos, para su posterior analisis.

3.3. METODOS ANALITICOS:

3.3.1. Caracterizacion quimica de la piel de cebolla

Se realizé la caracterizacion de la materia prima y residuos tratados para conocer su
composicion quimica mediante determinacion de humedad, cenizas, cuantificacion de lignina
y azucares. El procedimiento seguido se basé en la metodologia propuesta por el NREL
(Technical Report NREL/TP-510-42618), para la determinacién de carbohidratos estructurales
y lignina en biomasa. Este procedimiento consta de diferentes pasos que se detallan a
continuacion:

3.3.1.1. Determinaciéon de humedad

Se utilizd un método gravimétrico convencional. Se pesaron crisoles secos para registrar la
tara, se afiadieron aproximadamente 100 mg de muestra. Luego, las muestras se colocaron
en una estufa a 105 °C durante 24 horas. Pasado este tiempo, se dejaron enfriar en un
desecador a temperatura ambiente y se pesaron nuevamente. La humedad se calculé por
diferencia de peso entre muestra humeda y seca, expresando el resultado en porcentaje
respecto a la masa inicial. Los datos de composicion de los residuos de cebolla tras los
diferentes tratamientos se expresaron en base seca.

3.3.1.2. Determinacion de cenizas

Para la determinacion de cenizas, se utilizaron las mismas muestras secas. Los crisoles con
la muestra se colocaron en una mufla a 575 °C durante 6 horas. Pasado este tiempo, se
dejaron enfriar en un desecador y se pesaron con el fin de calcular el porcentaje de material
inorganico residual.

3.3.1.3. Hidrdlisis acida

La hidrdlisis acida es un paso necesario para romper la estructura lignoceluldésica de la
muestra y de esta manera liberar los azucares (mondmeros) que forman los componentes
estructurales, como la glucosa que es el mondmero principal de la glucosa. Para ellos, se
realiz6 el proceso en dos etapas.

Primero, se pesaron aproximadamente 300 mg de muestra seca en tubos roscados, luego se
anadio 3 mL de HSO4 al 72%. La mezcla se mantuvo a 30 °C durante 1 hora, agitando
alrededor de 5 minutos para asegurar un contacto homogéneo.
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Después, se diluyod la mezcla con 84 mL de agua destilada y se transfirié a botellas resistentes
de vidrio de 100 mL. La segunda etapa, se realizé en una autoclave a 121 °C durante 1 hora.
Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar y se filtrd a vacio para separar la lignina insoluble y
el material soluble, reservando 50 mL del licor filtrado para el analisis de lignina soluble. Para
ello se midié la absorbancia en un espectrofotometro UV-Vis a 240 nm. La muestra se diluy6
para que la absorbancia final quedara entre 0,7 y 1, siguiendo el protocolo descrito por el
NREL.

Por otro lado, el sdlido retenido en el filtro se lavd con agua destilada, se seco a 105 °C, se
peso y finalmente se calcind en la mufla a 575 °C durante 4 horas para determinar la lignina
insoluble. La lignina total de la muestra se calcula como suma de las ligninas soluble e
insoluble.

Para la determinacion de los carbohidratos estructurales se tomaron 5 mL de licor filtrado, el
cual se neutralizdé hasta pH 6 usando carbonato sédico. El licor neutralizado se filtr6 usando
un filtro de 0,22 um y el contenido en azucares se determind empleando el sistema
cromatografico descrito en la seccion 3.3.2.

3.3.2. Determinaciéon de azucares mediante HPLC

Se utilizé un HPLC (Agilent Technologies) equipado con una columna Biorad Aminex HPX-87
H (300 x7,8 mm, Bio-Rad) acoplada a la columna de guarda Micro-Guards Cation H+
(BioRad), con un detector de longitud de onda variable (VWD) y un detector de indice de
refraccion (RID), utilizando acido sulfurico 0,005 M como fase movil (0.6 mL/min). La columna
y los detectores se mantuvieron a 40 °C y el tiempo total de funcionamiento fue de 60 min por
inyeccion. El volumen de inyeccion de cada muestra fueron 10 L.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentan como una media * desviacion estandar de al menos dos réplicas
para cada analisis. El analisis estadistico se ha llevado a cabo mediante el software
Statgraphics XVII, con el que se han determinado las diferencias entre las muestras mediante
un analisis de la varianza aplicando el test de Tukey para un p- valor (< 0,05).

4. RESULTADOS EXPERIMENTALES

4.1. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

La composicion de la materia prima de partida determinada de acuerdo con el protocolo de
NREL (descrito en la seccién 3.3.1) se recoge en la Tabla 2. Esta composicion se va a utilizar
como referencia para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos realizados con NADES
en la composicion de la cebolla.

Tabla 2. Composicién de la cebolla usada como materia prima

COMPUESTOS mg/100 g piel de cebolla

Extractivos 8,4+0,7
Celulosa 34,3+1,9
Pectina 29,8+ 0,7
Lignina Total 12,8+ 0,5

Cenizas 7,3+0,5

Proteina 2,6 +0,1

Galactano + Arabinano + Xilano 4,6+0,3

A partir de esta composicién inicial, se analizaron los sdlidos resultantes de los
pretratamientos con NADES en su hidrolisis acida, para estudiar como varia la fraccion
celulésica y el contenido de lignina total bajo distintas condiciones, que se muestran en los
siguientes apartados.
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4.2, EFECTO DE LA PRESENCIA DE EXTRACTIVOS

En primer lugar, se estudio el efecto de la presencia de extractivos en la materia prima. Para
ello, se trabajo con cebolla (cuya composicion se muestra en la Tabla 2 y a la misma a la cual
se le eliminaron los extractivos con una mezcla de etanol:agua 70:30. Ambas fracciones se
sometieron a un pretratamiento con una combinacion de cloruro de colina:acido lactico
(relacion molar 1:2), bajo condiciones de 120 °C durante 6 horas utilizando aproximadamente
20 g de NADES por cada 2 gramos de cebolla. Estas condiciones fueron seleccionadas a
partir de los experimentos previos realizados en el laboratorio por el grupo BIOIND de la
Universidad de Burgos.

100
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M Lignina Total
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Figura 2. Efecto de la eliminacién de extractivos en la composicién de celulosa y lignina total de la
piel de cebolla. (120°C, 6 h, 10:1). Letras iguales: ausencia de diferencias significativas (p < 0,05).

La Figura 2 por su parte, presenta los resultados media + desviaciéon estandar de la fraccion
de celulosa y lignina total tras el tratamiento, junto con el analisis estadistico realizado
mediante ANOVA de un factor y test de Tukey (p < 0,05). El contenido de celulosa se mantuvo
practicamente constante, con valores de 50,5 + 1,6% para la cebolla con extractivos y
48,5 + 1,6% sin extractivos, sin diferencias estadisticamente significativas. Si bien si que se
pudo observar un incremento en el contenido de celulosa de la piel de cebolla tras el
tratamiento con los NADES, pasando de un 34% hasta aproximadamente el 50%.

Por su parte, la lignina total disminuyé de 13,3 + 0,8% a 10,8 + 0,8% tras la eliminacion de
extractivos, pero este cambio tampoco resulto estadisticamente significativo. Es por ello, que
estos hallazgos indican que la eliminacion de extractivos no genera un impacto relevante
sobre la composicion lignoceluldsica bajo las condiciones empleadas. Esto concuerda con los
estudios previos de Sik et. al [14], quienes explican que los NADES, especialmente las
mezclas de cloruro de colina y acidos organicos logran fraccionar de forma eficiente la
biomasa lignoceluldsica sin necesidad de etapas adicionales de extraccion. Ademas, los
NADES poseen capacidades que van mas alla de disolucion de la lignina, debido a que
permiten el fraccionamiento selectivo mediante la solubilizacion de la hemicelulosa y la lignina.

Por ello, y considerando la simplificacion operativa del proceso, se decidid continuar los
experimentos posteriores utilizando piel de cebolla con extractivos y aprovechar la capacidad
de los NADES para extraer los compuestos bioactivos de interés.
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4.3. EFECTO DE LA RELACION NADES:CEBOLLA

En este apartado se evalud el efecto de la relacion NADES:cebolla sobre la eficiencia del
pretratamiento de la hidrdlisis. Para ello, se utilizé piel de cebolla con extractivos y se trabajo
con mezclas de cloruro de colina:acido lactico con una relacion molar 1:2 bajo condiciones
constantes de 120 °C y 6 horas. La cantidad de NADES se mantuvo en 20 g, y se prepararon
diferentes lotes experimentales con cargas de biomasa de 1 g, 1,35 9,2 gy 2,5 g lo que
permitio estudiar las relaciones de NADES:cebolla de 20:1, 15:1, 10:1 y 8:1, respectivamente.
Los resultados experimentales obtenidos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Efecto de las ratios de NADES:cebolla sobre la composicion de celulosa y lignina total de la
piel de cebolla tras el pretratamiento.

COMPUESTOS 20:1 15:1 10:1 8:1
Celulosa (%) 50,6 £0,72 489+14-2 50,5+1,6°2 51,2+0,82
Lignina Total (%) 10,3+ 0,3° 11,6+1,320 | 13,3+0,82P 15,0+ 2,1°

La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos junto con la desviacion estandar y el analisis
estadistico. Se observa que el contenido de celulosa permanece estable entre el 48,9% vy
51,2%, sin diferencias estadisticamente significativas, lo que confirma que variar la proporcién
no ejerce un efecto relevante sobre la fraccion celuldsica bajo estas condiciones de operacion,
si bien en cualquiera de los casos se produjo un incremento de la fraccion celuldsica con
respecto a la piel de cebolla de partida.

En cuanto a la lignina total, se evidencia una tendencia de disminucion cuando la relacion se
incrementa de 8:1 a 20:1, pasando de 15,0 + 2,1% a 10,3 £ 0,3%. No obstante, el analisis
estadistico ANOVA muestra que estos valores forman grupos estadisticamente homogéneos
(a,b) en todas las relaciones evaluadas, lo que indica que la variacién no es significativa en
ningun caso. Estos resultados indican que las distintas proporciones no tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre la composicién de lignina, coincidiendo con lo reportado
por Satlewal et al. [15] donde destacan que la eficiencia de los NADES no solo depende de
las proporciones del solvente sino que ademas depende de su composicion quimica, el pH 'y
la temperatura de operacion.

Considerando la eficiencia operativa y la optimizacion del uso de solvente, se selecciond la
relacion 10:1 (g:g) como la condicion de trabajo predeterminada, dado a que permite procesar
mas biomasa por unidad de NADES sin afectar significativamente la eficiencia del
pretratamiento y evitando problemas de viscosidad.

4.4. EFECTO DE LA SELECCION DEL HBD Y HBA

En esta seccion se evalla como influye la composicion del NADES (combinaciones de aceptor
de enlaces de hidrogeno (HBA) y el donador (HBD) en la eficiencia del pretratamiento de la
piel cebolla. Para ello, se trabajé con dos HBA (cloruro de colina y betaina) y tres HBD (acido
lactico, malico y tartarico) manteniendo una relacién molar fija de 1:2 (HBA:HBD). Las
condiciones de operacion fueron constantes, de 120 °C a 6 horas de reaccion con una relacion
molar de 10:1 (2 g de cebolla por 20 g de NADES). Ademas, la composicion de la materia
prima se muestra en la Tabla 2, que se utiliz6 como referencia para analizar los cambios en
la fraccion de celuldsica y la lignina total.

4.4.1. Efecto sobre la fraccion de celulésica

La Figura 3 muestra el contenido de celulosa obtenido tras el pretratamiento con cada mezcla
de HBA:HBD. En la figura se observa que la combinacion de betaina:acido tartarico alcanzé
el mayor enriquecimiento de celulosa (64,1 + 1,7%), seguido de la mezcla cloruro de
colina:acido tartarico (58,9 + 1,8%). Ambos valores presentan diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05, expresado en letras minusculas el analisis estadistico) frente a las
combinaciones con &cido lactico y malico. Cuando se trabajé con cloruro de colina como HBA,
los peores resultados en términos de enriquecimiento de la fraccién celuldsica se obtuvieron
con acido malico, si bien el contenido en celulosa (aproximadamente el 45%) fue superior al
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de la cebolla de partida. Con respecto al empleo de betaina como HBA, la combinacion con
acido lactico ofrecio el menor enriquecimiento en la fraccion celulésica, alrededor del 38%, lo
que practicamente no alteré la composicion de la cebolla de partida. Esto demuestra que la
seleccion del HBD y HBA y sus posibles combinaciones tiene un impacto claro sobre la
eficacia del NADES para disolver fracciones no celuldsicas y concentrar la fraccion de
celulosa.

100
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90 - I Betaina
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Figura 3. Efecto de la fraccion del HBD/HBA sobre la composicion de celulosa de la piel de cebolla
tras el pretratamiento. (120°C, 6 h, 10:1). Letras distintas: diferencias significativas (p < 0,05). Letras
minusculas se refieren a la comparacion de mezclas con un mismo HBA (cloruro de colina o betaina).
Las letras mayusculas se refieren a la comparacion entre mezclas de cloruro de colina y betaina para
un mismo HBD.

No obstante, los resultados de la Figura 3 indican que los acidos organicos como el acido
tartarico, con multiples grupos funcionales, promueven una mayor disrupcion de la red
lignocelulodsica, debido a su capacidad de formar enlaces de hidrégeno con los componentes
estructurales. Este comportamiento puede explicarse por la presencia de multiples grupos
acidos en su estructura, lo que segun Kalhor et al. [16] facilita la ruptura de los enlaces éter
presentes en la biomasa durante el pretratamiento con NADES.

Asimismo, se confirma que el cambio de HBA (cloruro de colina vs betaina) también afecta la
capacidad hidrolitica del NADES, como se puede ver en la Figura 3. El estudio estadistico
realizado (letras mayusculas en la Figura 3) permite ver para cada acido organico
seleccionado, como influyen en la composicion final de la cebolla la seleccion del HBA (cloruro
de colina o betaina). Cuando se trabajé con los acidos malico o tartarico, se obtuvieron
resultados similares al cambiar el HBA, sin embargo cuando se trabajoé con acido lactico si
que obtuvieron importantes diferencias; por ejemplo, la mezcla de betaina:acido lactico
presenté el menor contenido de celulosa (37,9 + 1,8%), que se increment6 de forma notable
al usar cloruro de colina. Estos resultados concuerdan con estudios recientes de Syakir et al.
[17] que destacan la relevancia de optimizar la combinacién de HBA/HBD para maximizar el
enriquecimiento de celulosa en matrices lignoceluldsicas.

4.4.2. Efecto sobre la fraccion de lignina total

La Figura 4 muestra la evolucion de la lignina total para las mismas combinaciones HBA/HBD.
Se observa que, a diferencia de la fraccion celuldsica, los valores de lignina no muestran
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los tratamientos, como se evidencia
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en las letras “a” de cada barra. Ademas, los contenidos oscilaron entre 13,3 + 0,8% para
cloruro de colina:acido lactico y 16,7 + 1,8% para cloruro de colina:acido tartarico.

Este resultado indica que, aunque la seleccion del HBD/HBA tiene un impacto relevante en la
fraccion celulosica, su efecto sobre la solubilizaciéon de lignina es limitado bajo condiciones
evaluadas (120 °C, 6 h, relacion 10:1). La menor variacion encontrada indica que para mejorar
la eliminacion de lignina podrian requerirse ajustes adicionales en el disefio de los NADES,
que favorezcan la ruptura de enlaces lignoceluldsicos. Segun Xiao et al [18] la fraccion
lignoceluldsica presenta enlaces robustos entre lignina y carbohidratos de dificil ruptura, por
lo que optimizar la temperatura, el tiempo de reaccion y la relacion estequiométrica de los
NADES puede incrementar la accesibilidad del disolvente y es por ello, la eficiencia de
extraccion de lignina.
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Figura 4. Efecto de la fraccion del HBD/HBA sobre la lignina total de la piel de cebolla tras el
pretratamiento. (120°C, 6 h, 10:1). Letras iguales: ausencia de diferencias significativas (p < 0,05).

De tal manera, se confirma que la combinacion de HBA/HBD estudiada optimiza
principalmente la recuperacion de celulosa, mientras que la lignina permanece mas estable.
Este resultado concuerda con lo reportado por Lobato et al. [19], quienes demostraron que la
solubilizacion selectiva de lignina depende fundamentalmente de la acidez, polaridad y
capacidad de formacion de enlaces de hidrogeno del solvente y de condiciones intensificadas
de operacion.

Se puede concluir con los resultados obtenidos que, bajo las condiciones actuales, la
seleccion de HBA:HBD impacta lo que es la concentracion de celulosa, mientras que la
eliminacién de lignina se mantiene limitada, reforzando la necesidad de evaluar parametros
adicionales de operacion para mejorar la eficiencia. Es por ello que, el enriquecimiento en
celulosa como la eficiencia del pretratamiento, la combinacién 6ptima corresponde a las
combinaciones formadas por betaina y acido tartarico, dado que muestran el mayor contenido
en celulosa tras realizar el tratamiento.

4.5. EFECTO DE LATEMPERATURA

Con el fin de evaluar como influye la temperatura de operacion en la eficacia del
pretratamiento de la piel de cebolla mediante el uso de diferentes relaciones de NADES, se
realizaron mezclas de cloruro de colina:acido tartarico y betaina:acido tartarico, asi como
cloruro de colina con acido lactico y malico. Todas las pruebas experimentales se realizaron
manteniendo constantes las condiciones de reaccion molar (HBA:HBD igual a 1:2) y un tiempo
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de reaccion de 6 horas. Los ensayos se planificaron para cubrir rangos de temperaturas de
80 °C a 140 °C, con el fin de identificar variaciones significativas al tipo de HBD empleado y
al incremento de la temperatura.

De este modo, el analisis en este apartado permitira determinar si la seleccion de temperatura
favorece el enriquecimiento de la fraccion celuldsica, asi como establecer comparaciones
directas entre los distintos acidos organicos empleados. Los resultados obtenidos se
compararon con la composicion inicial de la materia prima (Tabla 2) y se validaron mediante
analisis ANOVA (p < 0,05) para determinar la significancia estadistica de las variaciones
observadas.

4.5.1. Resultados obtenidos del efecto de la temperatura en NADES,
basados en cloruro de colina, acido malico y acido lactico
A continuacion, en la Figura 5 se presentan los cambios en la composicion de la fraccion
celuldsica de la piel de cebolla al aumentar la temperatura del pretratamiento con distintas
combinaciones de NADES, con el fin de evaluar su efecto sobre el enriquecimiento de la
celulosa.
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Figura 5. Efecto de la temperatura sobre la fraccion de celulosa para las mezclas de cloruro de
colina:acido tartarico y betaina :acido tartarico (100 °C — 140 °C, 6 h, 10:1). Letras distintas:
diferencias significativas (p < 0,05). Letras mintusculas se refieren a la comparacion de mezclas
cloruro de colina:acido tartarico a diferentes temperaturas, mientras que letras mayusculas se refieren
a comparacion de mezclas cloruro de colina:acido tartarico y betaina:acido tartarico tratadas a la
misma temperatura.

La Figura 5 muestra el efecto de la temperatura sobre la composicion de celulosa tratada con
cloruro de colina:acido tartarico y betaina:acido tartarico. Se observa que en ambos sistemas
de NADES, el contenido de celulosa aumenta significativamente al elevar la temperatura de
100 °C a 140 °C. Con respecto a la mezcla de cloruro de colina:acido tartarico, el contenido
de celulosa pasa de 47,1 + 2,0% a 72,6 + 2,1%, mientras que para la betaina:acido tartarico
se incrementa de 49,1 + 1,1% a 68,0 + 1,8 %. Es por ello, que el ANOVA muestra diferencias
significativas (p < 0,05) entre temperaturas, como lo indican las diferentes letras del andlisis.

Este comportamiento valida que el aumento de temperatura intensifica la ruptura de enlaces
hemicelulésicos y lignoceluldsicos, favoreciendo la concentracion de celulosa en la biomasa
pretratada. Segun los resultados obtenidos por Syakir Bahazin et al. [17] destacan la
estabilidad térmica de los NADES basados en betaina y su alta capacidad de formar fuertes
enlaces de hidrégeno mejorando la fraccion celuldsica recuperada, lo que explica la tendencia
observada especialmente para betaina:acido tartarico. Ademas, se destaca que trabajar a
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temperaturas intermedias en 120 °C resultan efectivas para cloruro de colina:acido tartarico,
mientras que betaina:acido tartarico podria sostener un rango superior para maximizar su
rendimiento.

Es por ello que, los resultados demuestran que la seleccién de temperaturas mas elevadas
favorece significativamente la recuperacion de la celulosa cuando se utilizan los NADES con
acido tartarico. Ademas, las letras mayusculas que se encuentran representadas en la Figura
7, permiten comparar el efecto del tipo de HBA, es decir cloruro de colina frente a betaina en
a una misma temperatura, lo que permite la identificacion de las diferencias significativas en
el enriquecimiento de celulosa asociadas al tipo de aceptor empleado.

4.5.2. Resultados del efecto de la temperatura en NADES basados en acido
tartarico

Dado que el acido tartarico mostré una tendencia favorable en el enriquecimiento de la

fraccion celulosica en los analisis previos, en el siguiente apartado se profundiza el

comportamiento frente al incremento de temperatura en combinacion con distintos HBA
(cloruro de colina y betaina).

25
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Figura 6. Efecto de la temperatura sobre la fraccion de lignina para las mezclas de cloruro de
colina:acido tartarico y betaina:acido tartarico. (100 °C — 140 °C, 6 h, 10:1). Letras distintas:
diferencias significativas (p < 0,05). Letras minusculas se refieren a la comparacion de mezclas
cloruro de colina:acido tartarico a diferentes temperaturas, mientras que letras mayusculas se refieren
a comparacion de mezclas cloruro de colina:acido tartarico y betaina:acido tartarico tratadas a la
misma temperatura.

En la Figura 6, se analiza la transicion del contenido de lignina siguiendo las mismas
condiciones y temperaturas. Para cloruro de colina:acido tartarico, la lignina aumenta 12,1 +
0,7% a 16,9 + 1,0%, mientras que para betaina:acido tartarico, se incrementa de 11,4 + 1,1%
a 18,0 £ 1,6% al pasar de 100 °C y 140 °C.

El analisis estadistico muestra diferencias significativas, como lo indican las letras mayusculas
en la Figura 6 para la mezcla betaina:acido tartarico. En cambio, existe una menor variacion
en cloruro de colina:acido tartarico, lo que indica que la solubilizacién de lignina es menos
sensible a la temperatura en sistemas de cloruro de colina, pero ligeramente mayor cuando
se emplea betaina como HBA. Estos resultados reafirman que la temperatura es un factor
determinante para la recuperacion de la celulosa, sin embargo la solubilizacién de la lignina
puede verse limitada por factores como la viscosidad o la formacion de estructuras resistentes.
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Segun Aroso et al. [22] la elevada viscosidad de los NADES basados en betaina puede limitar
la eficiencia de la disolucion de la lignina, lo que explica por qué, aunque la fraccién celuldsica
aumenta, la reduccioén de lignina no es tan marcada como en mezclas de cloruro de colina.

Por tanto, se refuerza la necesidad de optimizar no solo la temperatura, sino también la
formulacion de los NADES, para maximizar la eficacia de disolucién de lignina y garantizar un
pretratamiento compacto.

4.5.3. Resultados de la composicion de celulosa en funcién de Ila
temperatura para cloruro de colina (comparaciéon con acido lactico y
acido malico como HBD)

La Figura 7 presenta el efecto de la temperatura sobre la fraccién celulésica cuando se
emplean mezclas de cloruro de colina:acido lactico y cloruro de colina:acido malico. En ambos
casos, se observa un aumento progresivo de la celulosa alcanzando un maximo de 52,8 +
1,0% a 140 °C, lo que representa un incremento significativo respecto a temperaturas mas
bajas. Para cloruro de colina:acido malico, la celulosa también mostré una tendencia
ascendente, logrando asi 56,3 + 1,2% a 140 °C. Por lo que estos resultados confirman que la
temperatura ejerce un efecto positivo sobre la concentracion de celulosa.

100
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Figura 7. Variacion de la fraccion de celulosa con la temperatura para cloruro de colina:acido lactico y
cloruro de colina:acido malico. (100 °C — 140 °C, 6 h, 10:1). Letras distintas: diferencias significativas
(p < 0,05).

Estos resultados demuestran a su vez que la temperatura es un factor muy importante para
la intensificacion de la ruptura de enlaces hemiceluldsicos y ligninicas, promoviendo la
concentracion de la fraccion celulosica. Segun lo reportado por Goméz-Urios et al. [23], la
polaridad y acidez de los NADES cloruro de colina:acido lactico y cloruro de colina:acido
malico incrementan la solubilidad de los componentes lignocelulésicos, a la vez que protegen
compuestos antioxidantes, evitando la degradacion excesiva de la celulosa, favoreciendo a
un pretratamiento mas selectivo y manteniendo la integridad de la celulosa mientras se facilita
la extraccion de fracciones no deseadas. En este sentido, la superioridad de cloruro de
colina:acido malico sobre cloruro de colina:acido lactico puede atribuirse a la capacidad que
tiene el acido malico para formar multiples enlaces de hidrégeno con la matriz vegetal, lo que
fortalece la disoluciéon de hemicelulosas y lignina sin dafar la estructura celulésica.

Con lo expuesto, se confirma que la adecuada eleccién del HBD, combinada con la
temperatura 6ptima, es determinante para maximizar la recuperacion de la fraccion celuldsica.
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4.5.4. Resultados de la composicion de lignina en funcién de la temperatura
para cloruro de colina (comparaciéon con acido lactico y acido malico
como HBD)

La Figura 8 muestra la influencia de la temperatura sobre la fraccién de lignina para las
mezclas de cloruro de colina:acido lactico (y cloruro de colina:malico. En el caso de
colina:acido lactico, los valores se mantuvieron relativamente constantes, desde 13,4 + 1,0%
a 80 °C hasta 14,0 + 1,0% a 140 °C. Sin embargo, para cloruro de colina:malico, se observa
un incremento notable desde 18,4 + 1,5% a 100 °C hasta 21,7 + 1,8% a 140 °C.
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Figura 8. Variacion de la fraccion de lignina con la temperatura para las mezclas cloruro de
colina:acido lactico y cloruro de colina:malico. (100 °C — 140 °C, 6 h, 10:1). Letras distintas:
diferencias significativas (p < 0,05).

Por su parte, el analisis ANOVA muestra que para cloruro de colina:acido lactico no se
detectan diferencias estadisticamente significativas, indicando que la lignina se mantiene
relativamente estable con el aumento de la temperatura. Por otro lado, para cloruro de
colina:malico, se observa una diferencia significativa entre 80 °C y 140 °C, lo que indica una
menor eficiencia en la solubilizacion de lignina a temperaturas mas altas, debido a fenédmenos
de recondensacion o formacion de complejos resistentes.

Esta tendencia concuerda con lo reportado por Goméz-Urios et al. [23] quienes demostraron
que la polaridad y la estructura funcional de los NADES basados en cloruro de colina
condicionan la interaccion con la lignina, explicando asimismo que una estructura de HBD
inadecuada puede favorecer la formacion de enlaces estables, limitando su solubilizacion bajo
tratamientos térmicos intensos.

Se concluye que la eleccion del HBD es determinante para la eficiencia en la eliminaciéon de
lignina cuando se emplea cloruro de colina como base aceptora de hidrégeno. Ademas,
rangos superiores a 120 °C no siempre garantizan una eliminacién adicional de lignina sin
comprometer la recuperacion de la fraccion de celulésica.

4.6. EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION: ESTUDIO CINETICO

En este apartado se analiza la variacion en la composicién de la piel de cebolla a lo largo del
tiempo de tratamiento, considerando dos combinaciones de NADES: cloruro de colina:acido
tartarico y betaina:acido tartarico. Ambas mezclas se evaluaron bajo condiciones fijas de
120 °C, con tiempos de reaccion de 1, 2, 4 y 6 horas, manteniendo una relacién molar de 1:2
(HBA:HBD) y una relacion de NADES:cebolla 10:1 (2 g de cebolla por 20 g de NADES).
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4.6.1. Evolucion de la fraccion celulésica
En la Figura 9 se presentan los resultados sobre la evolucion del contenido de celulosa en
funciéon del tiempo de reaccion, empleando dos combinaciones de NADES: cloruro de
colina:acido tartarico y betaina:acido tartarico.
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Figura 9. Evolucién del contenido de celulosa de la piel de cebolla tratada con cloruro de colina:acido
tartarico y betaina:acido tartarico (120 °C, 1 — 6 h, 10:1). Letras distintas: diferencias significativas (p <
0,05).

La Figura 9 muestra la variacion tras pasa el tiempo del contenido de celulosa. Observandose
que, para ambas mezclas el contenido de celulosa se incrementa de forma sostenida
conforme aumenta el tiempo de reaccion. En el caso de la mezcla de cloruro de colina:acido
tartarico, la celulosa paso de 40,0 £ 1,7% tras 1 hora, hasta 58,9 + 1,8% después de 6 horas
de tratamiento. De manera similar, la combinacion de betaina:acido tartarico mostré una
tendencia ascendente, alcanzando un maximo de 64,1 + 1,7%. Es por ello, que el analisis
estadistico confirma la existencia de diferencias significativas (p < 0,05) a lo largo del tiempo,
como lo evidencia la separacion en grupos homogéneos (a,b,c) para cloruro de colina y
(a,b,c,d) betaina, respectivamente. Es decir, que la hidrdlisis como a su vez la eliminacion de
fracciones celuldsicas y ligninicas alcanzan un limite operativo, por el cual el tratamiento no
produce mejoras significativas en el enriquecimiento de celulosa. La tendencia concuerda
con lo reportado por Raza et al. [20], quienes evaluaron una relacion de NADES a base de
cloruro de colina y acido férmico (1:2 relacion molar) sobre residuos de la palmera de datil,
con un pretratamiento a 60 °C durante 1 hora y una relacién de NADES:biomasa de 10:1. A
partir de ello, lograron incrementar la fraccion celulosica del 44 % hasta un 72 %, y reducir la
lignina de un 32 % a un 15%. Sin embargo, concluyeron que a pasar del potencial de los
NADES con acidos dicarboxilicos, su eficiencia se puede ver afectada por fendmenos en los
limites operativas o por la recondensacion de la lignina. Aunque el sistema reportado por los
autores empled un acido carboxilico distinto los resultados encontrados presentan una
tendencia comparable con este trabajo.

Este resultado lleva a sugerir que extender el tiempo de reaccidén hasta 6 horas permite
maximizar la recuperacién de la celulosa, bajo las condiciones actuales, sin incrementos
adicionales significativos, si bien seria necesario estudiar tiempos mas largos de reaccion para
asegurar las tendencias observadas y que se realizaran en el futuro.
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4.6.2. Evolucion en la fraccion de lignina total
A continuacion se presenta la evolucion del contenido de lignina total en la piel de cebolla a lo
largo del tratamiento, evaluando las mismas condiciones de NADES en el estudio de la
celulosa.
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Figura 10. Evolucién de la lignina total en la piel de cebolla durante el pretratamiento con cloruro de
colina:acido tartarico y betaina:acido tartarico (120 °C, 1 —6 h, 10:1). Letras distintas: diferencias
significativas (p < 0,05).

En la Figura 10 se presenta la evolucién de la lignina total bajo una tendencia diferente. Para
la mezcla de cloruro de colina:acido tartarico los valores oscilaron entre 13,2 + 1,1% y 16,7
1,8%, mientras que para betaina:acido tartarico se mantuvieron entre 13,4 + 0,8% y 15,9 +
1,3%. Aunque, se observa una rapida variacion, el anadlisis estadistico evidencia que, en
general la solubilizacion de lignina es menos sensible al aumento del tiempo bajo las
condiciones estudiadas. Solo en el caso de betaina:acido tartarico se observa una rapida
separacion de grupos en el analisis ANOVA, lo que puede indicar un efecto moderado en la
eliminacion de la lignina. Este resultado coincide con Raj et al. [21] quienes destacan que
tiempos prolongados no generan mejoras adicionales significativas en sistemas eutécticos
profundos optimizados.

Cabe destacar que, a pesar de esta estabilizacion, podria haberse planteado una ampliacion
del tiempo de operacion mayor a 6 horas con el fin de verificar la ausencia de cambios
posteriores. Sin embargo, los resultados obtenidos en el laboratorio permiten determinar que
bajo las condiciones ensayadas, se alcanza el rendimiento maximo de enriquecimiento
celuldsico sin necesidad de prolongar innecesariamente el tiempo de reaccion. Sin embargo,
se concluye que, las 6 horas de pretratamiento resultaron insuficientes para confirmar la
estabilizacion del sistema, siendo necesario realizar experimentos adicionales que puedan
permitir explorar tiempos superiores y mejorar la eficiencia en la solubilizacién de ambos
componentes.

5. CONCLUSIONES

Los resultados indican una estrategia tipo "screening", en la que se estudid el uso de
diferentes formulaciones de disolventes eutécticos naturales (NADES) en el pretratamiento de
la piel de cebolla. A través de analisis de variables clave, como la seleccién del HBA/HBD, la
relacion NADES:cebolla, el tiempo de tratamiento y temperatura.
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Las mezclas de betaina y acido tartarico, resulté la formulacién mas eficaz para alcanzar los
niveles altos de celulosa que partié de un 34,4% como materia prima hasta lograr un 64,4%,
lo cual indica la viabilidad de los NADES como agentes de hidrdlisis selectiva. Por su parte se
determiné que, una relacion de NADES:cebolla de 10:1 (g:g) y con un tiempo de operacion
largos de 6 horas son adecuados para lograr el enriquecimiento celuldsico. Pero se evidencio
que, la lignina total no alcanzé un grado 6ptimo de reduccion en ese intervalo, por lo que es
recomendable realizar evaluaciones de tiempos mas prolongados.

No obstante, el analisis estadistico permitié confirmar diferencias significativas (p < 0,05)
segun las condiciones predeterminadas, destacando temperaturas aproximadas a los 120 °C
son adecuadas para enriquecer la celulosa y tiempos de operacion largos, sin comprometer
su integridad

Con este enfoque fue posible confirmar el gran potencial que tienen los NADES como agentes
de pretratamiento para biomasa, destacando su aplicacién en procesos de revalorizacion en
residuos agroindustriales. Ademas, sienta una base solida para futuros estudios orientados a
la obtencién de materiales nanoceluldsicos que puedan incorporarse en sectores industriales
bajo los principios de sostenibilidad y economia circular.
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