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Resumen: El uso de combustibles fésiles genera gases de efecto invernadero
(GEI), uno de los principales causantes del sobrecalentamiento global, problemética
de gran interés en las dltimas décadas. El uso de biocombustibles de segunda
generacion se ha vislumbrado como alternativa para sustituir o disminuir el uso de
combustibles fdsiles. Por esta razén, el presente trabajo tiene como objetivo obtener
bioetanol a partir de la cdscara de cacao (Theobroma cacao) del clon CCN-51
obtenido en la Provincia de Los Rios, Ecuador, por medio de una serie de pasos que
involucran: a) pretratamiento alcalino, b) hidrélisis enzim4tica usando dos especies
de hongos endéfitos de la misma cdscara de cacao (Trichoderma reesei y
Trichoderma ghanense) a diferentes concentraciones y c) fermentacién alcohélica
usando levadura Saccharomyces cerevisiae. La cantidad de bioetanol obtenida del
proceso fue determinada por medio de un cromatdgrafo de gases con detector de
ionizacién de llama (FID). Los resultados muestran una produccién moderada de
bioetanol que va desde 0,024 % v/v a 0,254 % v/v lo que indica que la cdscara de
cacao (Theobroma cacao) del clon CCN-51 es una matriz potencial para la
produccién de bioetanol.

Palabras clave: Theobroma cacao, Trichoderma, biomasa, bioetanol, fermentacién

alcohélica.
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Abstract: The use of fossil fuels generates Greenhouse Gases (GHG), one of the
main causes of global overheating, which has become a problem in recent decades.
The use of second generation of biofuels has been perceived as an alternative to
replace or reduce the use of fossil fuels; for this reason, the present work aims to
obtain bioethanol from cocoa shell (Theobroma cacao) of the clone CCN-51
obtained in Los Rios Province, Ecuador, through a series of steps involving: a)
alkaline pretreatment, b) enzymatic hydrolysis using two species of endophytic
fungi from the same cocoa shell (Trichoderma reesei and Trichoderma ghanense) at
different concentration and c¢) alcoholic fermentation using Saccharomyces
cerevisiae yeast. The amount of bioethanol obtained from the process was
determined by gas chromatograph with a flame ionization detector (FID). The
results show a moderate production of bioethanol ranging from 0.024 % v/v to
0.254 % v/v, which indicates that the cocoa shell (Theobroma cacao) of clone
CCN-51 is a potential matrix to bioethanol production.

Keywords: Theobroma cacao, Trichoderma, biomass, bioethanol, alcoholic
fermentation.
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1 Introduccion

Con el transcurrir del tiempo, la actividad humana y el desarrollo
industrial han convertido a los combustibles f6siles como la principal
fuente de energia. En su proceso de extraccién y produccién una
cantidad considerable de paises, incluyendo Ecuador, se han
beneficiado econémicamente, pero también se han desencadenado
problemiticas que no solo afectan a esos paises productores, sino a
todo el mundo en general. Un ejemplo de ello son las emisiones de
Gases de Efecto Invernadero (GEI), causantes en gran parte del
sobrecalentamiento global.

En las ultimas décadas, la ciencia se ha enfocado en la busqueda de
formas de contrarrestar ese impacto ambiental, haciendo evidente una
notable acogida a los biocombustibles de segunda generacién
(Wahono et al.,, 2014; Oliva et al., 2017). Esto se debe principalmente
al hecho de que para su produccion se utiliza biomasa lignoceluldsica,
cuyas fuentes de obtencién pueden ser muy variadas, como por
ejemplo desechos agroindustriales de cultivos de cafa y maiz
(Antizar-Ladislao and Turrion- Gomez, 2008) dando lugar al
aprovechamiento de material vegetal que habitualmente es descartado
(Khan et al., 2025), lo que conlleva a un doble beneficio desde el
punto de vista ambiental: en primer lugar, se evita el descarte de
material que se acumula en la superficie terrestre y para su
eliminacién se emplean procesos de combustién incompleta ain mds
contaminantes (Cury R et al., 2017; Orejuela- Escobar et al., 2021) y
en segundo lugar el consumo de estos combustibles de segunda
generacion reduce considerablemente la proporcién de GEI que son
emitidos al medio ambiente (Morais et al., 2020).

Estudios preliminares sugieren que el aprovechamiento de residuos
de cultivos agricolas (tallos, hojas y cdscaras), cultivos no alimentarios,
residuos forestales y desechos agroindustriales pudieran sostener el
suministro requerido de bioetanol (Anwar et al., 2014). Ecuador, por
ser un pais rico en diversidad vegetal, estd en la capacidad de generar
material lignoceluldsico que pueda ser aprovechado con ese fin.
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Segun registros durante los anos 2007 a 2012, en el pais se
increment la exportacién de grano tostado y cascarilla de cacao en
un 184 %, posicionando a Ecuador como uno de los mayores
productores y exportadores de cacao, llegando a alcanzar el cuarto
lugar a nivel mundial (Teneda Llerena et al.,, 2019). Si se toma como
referencia la Industria Chocolatera (Caviedes Rubio et al., 2024), ésta
solo utiliza para su produccién los granos del cacao, lo que
corresponde a un 30 % del total del fruto, el otro 70 % (ciscaras y
pulpa mucilaginosa) es descartado (Sarmiento Hernandez, 2019).
Considerando la cantidad de residuos que se generan anualmente en
Ecuador a partir de esta especie vegetal, se ha estimado que la
produccién de bioetanol empleando dicha biomasa se podria
convertir en una via alterna de generacién de energfa con gran aporte
al consumo nacional de combustibles (Sigiiencia Avila et al., 2020),
pero hasta el momento no se ha logrado.

Adicionalmente, es importante sefialar que la composicion del
material lignoceluldsico depende de su origen (Anwar et al,, 2014) y
la céscara de cacao no es la excepcién, pues se reporta un bajo
porcentaje de celulosa que varfa segin el tipo de cacao del que
provenga, con una abundante cantidad de lignina y hemicelulosa,
componentes que interfieren en la conversion de la celulosa a
biocombustible (Sarmiento Herndndez, 2019). Si a esto se suma la
falta de informacién y/o concientizacién sobre la temdtica, se obtiene
como resultado las principales razones por las que dichos residuos
agroindustriales no son aprovechados adecuadamente.

La composicién del material lignoceluldsico afecta directamente las
reacciones quimicas y enzimaticas que permiten la produccién de
bioetanol (Winarsih and Siskawardani, 2020), por esto y lo
mencionado previamente es necesario brindar alternativas que
involucren el aprovechamiento de la biomasa con porcentajes de
conversion adecuados para que el proceso sea rentable.

En funcién de ello, el material lignocelulésico debe ser pretratado y
luego generar la hidrélisis enzimética, método que ha resultado ser
eficaz, econdmico y especifico para lograr aztcares fermentables en
condiciones de reaccién suave (Winarsih and Siskawardani, 2020). El
proceso depende de factores como el pH, tiempo de fermentacion,
sustrato (biomasa), temperatura, actividad enzimdtica, entre otros
(Anwar et al., 2014). Existe un gran nimero de microorganismos
capaces de degradar la celulosa y entre ellos uno de los mas comunes
son los hongos del género Trichoderma (Nasir Igbal et al., 2011;
Rosyida et al,, 2015) siendo la especie Thicoderma reesei la mds
comercializada por su mayor aplicacién a nivel industrial en la
sacarificacion de celulosa a azticares simples para la produccién de
biocombustibles (Adav et al., 2012; Peciulyte et al., 2014).

Este estudio se desarrolla con la finalidad de iniciar la busqueda de
condiciones que permitan obtener bioetanol a partir de la biomasa del
cacao, tomando en cuenta las complicaciones que puede tener trabajar
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con este sustrato para asi poder brindar alternativas que hagan el
proceso mas accesible y se logre un mejor aprovechamiento de esos
residuos agroindustriales.

2 Materiales y Métodos

2.1 Recoleccién y tratamiento de la muestra
2.1.1 Recoleccién de la muestra

Las cdscaras de cacao (Theobroma cacao) del clon CCN-51 se
recolectaron en una hacienda particular en el cantén Buena Fe de la
Provincia de Los Rios Ecuador en el mes de abril de 2020.

2.1.2 Tratamiento de la muestra

Secado y Molienda

Las cdscaras de cacao fueron cortadas en trozos de
aproximadamente 1 c¢m3 y secadas al ambiente durante 7 dias,
posteriormente se trituré con un molino de platos marca Corona de
tolva baja de manera manual y se separaron las particulas mediante
una zaranda con un tamiz de malla #18 marca USA Standard Test
Sieve de 1 mm de porosidad. Las particulas inferiores a 1 mm fueron
separadas y almacenadas en un desecador.

Eliminacién de extractos volitiles

Este proceso se realizé6 bajo el método de referencia NREL/
TP-510-42619 (Sluiter et al., 2005), en el que 10,0000 g de la muestra
obtenida después del proceso de triturado y tamizado fueron
sometidos a una extraccién mediante un equipo Soxhlet en dos
etapas, primero con 200 mL de agua destilada durante 2 horas y
posteriormente con 200 mL de etanol durante 2 horas adicionales.

2.2 Caracterizacion de la Biomasa

La caracterizacién se realizé siguiendo los procedimientos de la
AOAC International, ASTM international, NREL y TAPPI,
respectivamente. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

2.2.1 Determinacion del porcentaje de humedad

La determinacién del porcentaje de humedad se llevé a cabo de
acuerdo con la norma AOAC 934.01 (AOAC, 2012). Se pesaron
1,0000 g de muestra y se colocaron en un crisol, este se llevé a una
estufa precalentada a una temperatura de 105 °C y se dejé durante 3
horas. Transcurrido el tiempo se sacé el crisol y se introdujo en un
desecador hasta alcanzar temperatura ambiente, posteriormente se
pesé el crisol con el material resultante y se registré el valor obtenido.
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El crisol se colocé nuevamente en la estufa por 1 hora, y se repitio el
proceso hasta obtener el peso constante.

2.2.2 Determinacién del contenido de cenizas

La determinacién del contenido de cenizas se llevd a cabo de
acuerdo con la norma AOAC 942.05 (Thiex et al., 2012) mediante
incineracién a 550 °C. El crisol con la muestra obtenida luego de la
determinacion de humedad se introdujo en la mufla precalentada y se
dejé por 5 horas, posteriormente se retird el crisol de la mufla y se
llevé a un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente, se pesé y
registré el valor obtenido; seguidamente se introdujo nuevamente el
crisol con la muestra en la mufla por 1 hora adicional y se repitié el
proceso hasta obtener peso constante.

2.2.3 Determinacién de holocelulosa

Una muestra de 4,0000 g se colocéd en un matraz Erlenmeyer y se
trat6 con 300 mL de agua destilada, 0,4 mL de dcido acético glacial y
2,0000 g de clorito de sodio; luego el matraz se llevé a 75 °C en un
equipo de bano Marfa marca Memmert durante 1 hora. Este proceso
se realizd 3 veces hasta obtener la muestra de coloracién blanquecina.
Seguidamente se aplicé bano de hielo a 10 °C, y se filtré al vacio con
previa centrifugacién a 3500 rpm durante 15 minutos. El producto
filerado y lavado se colocé en un crisol y se llevé a secado en una estufa
durante 4 horas a una temperatura de 105 °C; El producto seco se
traspaso a un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente, se pesé
y registré el valor, repitiéndose el proceso de secado hasta obtener
peso constante. El peso final de holocelulosa en la muestra se obtuvo
por diferencia de pesos entre el crisol con muestra tratada y el crisol
seco y vacio (Nomanbhay et al., 2013).

2.2.4 Determinacién del contenido de celulosa

El contenido de celulosa de la biomasa se determiné segun la
norma ASTM D16-96-95(2019)el (ASTM International, 2019),
colocindose 2,0000 g de muestra obtenida en la determinacién del
contenido de holocelulosa en un matraz Erlenmeyer con 10 mL de
hidréxido de sodio al 17,5 % (con reposo de 5 min), luego se agregd 5
mL de hidréxido de sodio al 17,5 % (con reposo de 30 min), se afiadié
30 mL de agua destilada (con reposo de 1 hora), se filtré al vacio y se
realizaron tres lavados con una disolucién de agua e hidréxido de
sodio y luego con 30 mL de agua. Posteriormente se agregaron 5 mL
de dcido acético al 10 %; y se adicionaron 50 mL de agua destilada
para lavar el residuo, con filtracién al vacio finalmente. Luego se llevé
la muestra a una estufa durante 12 horas a 105 »C, se sacé de la estufa
y se llev6 a un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente, se pesé
y registrd el valor, se repitié hasta obtener peso constante. Se obtuvo
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el peso final de la muestra por diferencia del peso del crisol con
muestra tratada y del peso de crisoles secos y vacios.

2.2.5 Determinacién del contenido de hemicelulosa

Se calcul6 por diferencia entre el contenido de holocelulosa y el de
celulosa, siguiendo lo reportado por Loja Sdnchez (2016).

2.2.6 Determinacién de Lignina

El anilisis se realizé segin el método TAPPI T-222 om-02
(TAPPI, 2002), fundamentado en la determinacién de la lignina
insoluble en 4acido de la madera y en todos los grados de pulpas sin
blanquear. Aproximadamente 1 gramo de muestra seca tratada de
cascara de cacao se colocd en un matraz, se anadié 15 mL de 4cido
sulfurico al 72 % y se agit6 durante 1 hora a 400 rpm en un agitador
mecanico marca ColeParmer. Se transfirié la muestra a un balén de
250 mL con 125 mL de agua destilada para reflujar durante 4 horas,
se filtré al vacio, se lavd con 500 mL de agua caliente y se secé en la
estufa a 105 °C por 3 horas. El producto seco se llevé a un desecador
hasta alcanzar temperatura ambiente, se pes6 y registré el valor,
repitiéndose el proceso de secado hasta obtener peso constante.

2.3 Produccidon de Bioetanol
2.3.1 Pretratamiento alcalino

El andlisis fue realizado segtin lo reportado por Jannah and Asip
(2015). La muestra obtenida del proceso indicado en el apartado de
Secado y Molienda fue tratada con hidréxido de sodio 3 % hasta que
se alcanzé un pH de 11. La biomasa lignoceluldsica se mantuvo
sumergida con la base en una relacién sélido/liquido 1:10 (100
gramos de muestra/1000 mL de NaOH al 3 %) en reposo a 121 <C
por 90 minutos (provocando el hinchamiento de la biomasa y
haciéndola mds accesible para enzimas y bacterias). Luego del
pretratamiento, se filtr6 la muestra y se neutralizé el pH con lavados
continuos de agua destilada y la adicién de soluciéon de HCl al 30 %
hasta que el agua del filtrado presenté un pH de 5; por ultimo, se
sometid a un secado a 60 °C durante 24 horas.

2.3.2 Hidrdlisis enzimética con el uso de los hongos endéfitos
Trichoderma reesei y Trichoderma ghanense

El método consisti6é en la hidrélisis mediante enzimas (celulasas)
para transformar la celulosa de la cdscara de cacao en aztcares de bajo
peso molecular, tomando como base el método NREL TP510.42629
(Selig et al., 2008). Como agentes productores de estas enzimas se
usaron dos hongos endéfitos obtenidos de la coleccién de cultivos
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microbianos del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del
Ecuador (CIBE) de la Escuela Superior Politécnica del Litoral
(ESPOL): Trichoderma reesei y Trichoderma ghanense.

Para su uso se llevaron previamente a cabo las siguientes etapas:
Resiembra de los hongos Trichoderma reesei y ghanense: A partir de
la cepa, se realizaron 3 réplicas en cajas de Petri con medio PDA,
incubando a 26 °C durante 7 dias hasta que se obtuvo una alta
esporulacién. Lavado de esporas: Se colocaron 10 mL de suero
fisiol6gico en un tubo y dentro del mismo se realizé la adicién de 0,5
mm de los hongos Trichoderma reesei y Trichoderma ghanense,
realizando la remocién mecdnica de las esporas. Se ajust la
suspensién a una concentracion de 1x107 y 1x109 esporas/mL,
mediante el recuento en la cdmara de Neubauer. Preparacién del
sustrato y aplicacién del indculo fungico: Se utilizaron 50 g de
sustrato de céscara de cacao para todas las muestras, luego se procedié
a esterilizar las muestras por 15 minutos a 120 °C, y se aseguré el
secado del producto a 60 °C por 24 horas. Para brindar las
condiciones necesarias al sustrato, se ajusté la humedad del medio al
75 % anadiendo 35 mL de agua destilada esterilizada a cada matraz,
finalmente se colocaron 10 mL de la disolucién de los hongos
Trichoderma reesei y Trichoderma ghanense en las concentraciones
de 1x107 y 1x109 esporas/mL, se dejé reposar las muestras a 25 °C
por 10 dias.

2.3.3 Fermentacion alcohdlica

Para el proceso de fermentacién se utilizé levadura de tipo
Saccharomyces cerevisiae, eficaz para la produccién de alcohol debido
a su gran capacidad fermentativa (Van Zyl et al., 2007). Primero se
realizé el proceso de activacion de la levadura; para esto se pesaron 0,5
g de aztcar y 15 g de levadura, se agregaron en 75 mL de agua
destilada previamente esterilizada y enfriada hasta alcanzar una
temperatura de 28 C y se dejé reposar por 20 minutos. Una vez
activada la levadura, se agregd agua destilada estéril hasta llegar a 250
mL, se procedic') aincorporar en los biorreactores con cinco escenarios
diferentes: escenario 1, el biorreactor contenia 50 g de muestra de
céscara de cacao obtenida del pretratamiento alcalino; escenarios 2 y
3, el biorreactor que contenia los 50 g de muestra de cdscara de cacao
obtenida después del pretratamiento alcalino y posterior hidrélisis
enzimdtica con Trichoderma reesei con una concentracién de esporas
de de 1x107 esporas/mL para el escenario 2 y de 1x109 esporas/mL
para el escenario 3; escenarios 4 y 5, el biorreactor contenia 50 g de
muestra de cdscara de cacao obtenida después del pretratamiento
alcalino y posterior a la hidrélisis enzimitica con Trichoderma
ghanense con una concentracién de esporas de de 1x107 esporas/ mL
para el escenario 4 y de 1x109 esporas/mL para el escenario 5.
Seguidamente se sell6 el biorreactor para evitar la interacciéon con el
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ambiente (proceso anaerdbico); ademds se permitié el desfogue de
CO2 mediante una manguera de purga que esta acoplada al tapdn, el
terminal de esta manguera se sumerge en un vaso de agua destilada
para recolectar dicho gas durante el proceso.

La fermentacion se llevd a cabo durante un periodo de 4 dias, a
condiciones de opacidad para favorecer el proceso y temperatura
ambiente (aproximadamente 25 °C). Una vez finalizado el proceso, se
filerd y se reservé el liquido en tubos de ensayo para que la levadura
sedimente y se pueda decantar el liquido sobrenadante para su
posterior anélisis.

2.4 Cuantificacién de Bioetanol

Para la cuantificacién del etanol producido, se utilizé un
cromatégrafo de gases marca Termo Scientific acoplado a un detector
de ionizacién de llama. El andlisis cuantitativo del etanol producido se
expresé en mg% AA, para obtener el rendimiento en mL de etanol
por cada gramo de muestra ocupada de cdscara de cacao. De forma
preliminar, se elaboré una curva de calibracién con etanol absoluto
que sirvié para comparar la muestra obtenida y asi determinar la
concentracién de etanol presente (Mansur et al, 2022). Las
condiciones analiticas fueron optimizadas, como se recoge en la Tabla
1.

Cromatégrafo de gases (GC)
marca Termo Fisher,

Equipo modelo TRACE GC
1300 series

Gas de arrastre Helio

Flujo 2 mL/min

.\~01u1n.e’n de 1L

ln)’ELCIUn

Inyeccién en modo  Split

jl'emperratura del 180 °C

myector

J&W Scientific DB-FFAP

Columna 60 m x 0,250 mm (ID) x
0,25 um

Fase estacionaria Acid.({.de polietilenglicol
modificado

Temperatura del 180 °C

horno

Detector

Ionizacion de llama (FID)

Temperatura del

detector

250 °C

Tabla 1.

Condiciones cromatogréficas

3 Resultados y Discusion
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3.1 Caracterizacion de la biomasa

El andlisis de la cdscara de cacao (Theobroma cacao) clon CCN-51
se realiz6 para determinar los pardmetros de mayor importancia en la
obtenciéon de etanol, siendo estos: humedad, ceniza, holocelulosa,
celulosa, hemicelulosa y lignina; luego se establecieron las condiciones
Optimas del pretratamiento, hidrélisis enzimatica y proceso
fermentativo, cuyos valores dan seleccion a los procesos efectivos para
una correcta fermentacién etandlica.

El porcentaje de humedad obtenido fue de 11,16 % como se aprecia
en la Tabla 2; este valor es superior al reportado por Vivanco Carpio
et al. (2018), el cual presenta un valor promedio de 8,74 % para cacao
nacional y 6,43 % para cacao CCN-51 obtenidos de la provincia de El
Oro. Esta diferencia se puede atribuir a las condiciones climéticas
propias del sector montafioso de cultivo en el cantén Buena Fe,
provincia de Los Rios, las cuales mantienen un suelo humifero apto
para el crecimiento de diversos cultivos, ademas del contacto con la
humedad del ambiente durante el transporte de la cascarilla de cacao
hasta el laboratorio.

El porcentaje promedio de cenizas en la biomasa lignocelulésica
evaluada fue del 10,70%, cuyo valor es similar al reportado por
Villamizar Jaimes et al. (2021) en cdscara de cacao colombiano de la
misma variedad con un valor estimado de 10,77% y 11,39%, segin
tratamiento natural o en estufa. Por su parte, Vivanco Carpio et al.
(2018) evidencian un valor promedio de 5,54% en cascarilla de cacao
CCN-51de origen ecuatoriano, mientras que registra 5,14% en cacao
nacional. Castillo et al. (2018) reportan 8,59% en esta variedad de
cacao de origen venezolano.

Los valores de cenizas reportados en diversos estudios pueden estar
influenciados por factores climéticos y edafoldgicos. Asi lo demuestra
Chafla et al. (2016) en un trabajo realizado en diferentes provincias
amazdnicas sobre la cdscara de cacao CCN-51, en el cual se evidencia
el impacto que poseen ciertas variables como la calidad del suelo,
niveles de composicion mineral y la saturaciéon de humedad. De este
modo, se puede considerar que la presente matriz en estudio estaria
influenciada por los minerales propios del suelo montafoso.

Los resultados de la Tabla 2 hacen referencia a los valores promedio
encontrados para celulosa (26,08 %) y hemicelulosa (5,38 %), ambos
con un coeficiente de variacién menor al 2 %. Torres (2016) presenta
valores similares con promedio de 24,02 % de celulosa en la misma
matriz, mientras que para la hemicelulosa presentaron un promedio
del 2,23 % pero con una precision del 31,44 % observindose una
aleatoriedad de resultados. En este caso, la divergencia del contenido
de hemicelulosa obedece a la metodologia aplicada con ajuste de pH
mediante dcido sulfurico, compuesto inorgénico que puede degradar a
este polisacdrido (Torres, 2016). Asi mismo, Loayza (2020) confirma
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la obtencién de 29,09 % para celulosa y 2,97 % para hemicelulosa,
mediante un tratamiento acido sobre la biomasa.

Parametro X o C,
Humedad 11,16% 0,05 0,54%
Cenizas 10,70% 0,34 2,71%
Holocelulosa 31,80% 0,25 0,79%
Celulosa 26,24 0,25 0,09%
Hemicelulosa 5,38 0,09 1,66%
Lignina 28,52% 0,75 2,62%

Tabla 2.

Contenido de humedad, cenizas, holocelulosa, celulosa, hemicelulosa y lignina de la c4scara de cacao.

La lignina total de una biomasa estd conformada por la lignina
insoluble en 4dcido y en menor proporcién por la lignina soluble en
4cido; siendo la primera la de mejor identificacién por su principal
abundancia en la biomasa lignocelulésica y aplicaciéon de métodos
gravimétricos. Si bien es cierto, la referencia bibliografica refleja que la
lignina es el compuesto mayoritario presente en la biomasa de cacao,
tal como se corrobora en los analisis obtenidos por Encalada and
Jicome (2018) con un valor promedio de 25,81%, y por Vasquez
(2010) con un rango de concentraciéon de 14,6% a 26,38%. Esta
informacién se complementa con estudios que reportan otros
investigadores con valores de lignina total superiores al 40%, como es
el caso de Benalcazar (2018), obteniendo 46,61%, o por Torres
(2016), que de acuerdo con una serie de andlisis realizados report6
valores de 33,43 a 45,39%.

El presente estudio se enfoca en la determinacion de la lignina 4cida
no soluble, teniendo en cuenta que es el polimero de mayor
proporciéon dentro de la biomasa de interés y considerando que la
lignina soluble se pierde durante el proceso de extraccién de
compuestos volatiles. El valor promedio obtenido fue 28,52%, tal
como se ve reflejado en la Tabla 2, con un coeficiente de variacién
correspondiente al 2,62%, el cual certifica la precision de los
resultados obtenidos.

3.2 Produccidn y cuantificaciéon de bioetanol

Durante el pretratamiento de la biomasa con hidréxido de sodio al
3 % se evidenciaron cambios fisicos debido a la remocién de la lignina.
Uno de los cambios observados fue el hinchamiento de la biomasa y
un cambio de color del marrén tipico de la cdscara de cacao seca a un
color negro luego del pretratamiento alcalino, debido al rompimiento
de los enlaces esteres del material vegetal para la eliminacién de la
lignina y su color rojizo. Posteriormente con ajuste del pH también se
observaron cambios en el color de la biomasa, pasando de negro a café
claro.
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La hidrélisis enzimitica fue realizada con dos hongos diferentes
Trichoderma reesei y Trichoderma ghanense, y las concentraciones de
las esporas utilizadas fue de 1x107 y 1x109 esporas/mL para ambos
hongos y después de 10 dias a temperatura ambiente en contacto con
la biomasa dentro del reactor se logré observar el desarrollo de una
coloracién verdosa sobre la superficie de la biomasa y de manera mas
abundante en las paredes del reactor, lo que indica el crecimiento del
hongo antagonista. Ademds, se observo el hinchamiento de la biomasa
propio de la conversién de celulosa y hemicelulosa en aztcares
fermentables.

Posterior al proceso de hidrélisis enzimdtica se procedié a la
fermentacién alcohdlica usando levadura de tipo Saccharomyces
cerevisiae durante 4 dias. Durante este periodo se observé un fuerte
burbujeo en el desfogue del biorreactor, lo que indica la emisién de
CO2, subproducto de la fermentacién alcohélica; ademas, se observéd
un hinchamiento de la biomasa tratada y el crecimiento abundante de
levadura en la superficie del biorreactor. Al destapar el biorreactor
también se aprecié un olor fuerte caracteristico de los procesos de
fermentacién.

Previo al andlisis de los productos fermentados, se realizé la curva
de calibracién con cinco puntos de concentracién preparados a partir
del estindar de etanol, estos fueron 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 y 0,9 % (v/v)
obteniéndose un coeficiente de correlacién satisfactorio (R: 0,9931).
Para la interpretacién de los cromatogramas resultantes se utilizé la
informacién obtenida a partir del pico de elucién de etanol, con base
en sus dreas y tiempos de retencién.

Sobre el analisis de las muestras, los resultados logrados demuestran
que el Escenario 1, sin la aplicacién de una hidrélisis enzimatica,
generd el mayor contenido de etanol en el orden de 0,25 % v/v a
diferencia del Escenario 2 que obtuvo porcentajes menores al 0,1 % v/
v, y del Escenario 3 que generé valores inferiores al 0,15 % v/v, y del
Escenario 4 que mostré porcentajes menores al 0,22 % y del Escenario
5 que presentd porcentajes menores al 0,15 % como se muestra en la
Tabla 3.

De acuerdo con los valores obtenidos en el Escenario 1, estos son
comparables con el estudio realizado por Benalcdzar (2018), donde se
obtuvo una concentracién de etanol de 0,57 % v/v empleando un
tratamiento de hidrolisis alcalina en condiciones similares al presente
estudio, lo cual permite demostrar que el método es util en la cascara
de cacao debido a su capacidad de romper los enlaces que unen a las
cadenas de lignina y la hemicelulosa. Sin embargo, el rendimiento no
es lo suficientemente alto en el tratamiento bioldgico.

La composicion de la biomasa lignoceluldsica es diferente para cada
tipo de sustrato, de esta forma, la cantidad presente de celulosa y
hemicelulosa permite determinar la conversiéon de aztcares a etanol,
tal como lo demuestra Casabar et al. (2019), en su estudio sobre la
produccién de bioetanol a partir de la cascara de pina, donde se
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destaca que a medida que disminuye el aztcar reductor, aumenta la
produccién de bioetanol. Esto se debe principalmente a los azticares
fermentables obtenidos luego del desdoblamiento de celulosa y
hemicelulosa, ya que estos monosacéridos son utilizados en el proceso
fermentativo por la levadura Saccharomyces cerevisiac para su
conversién en etanol.

La matriz de cdscara de cacao empleada en este trabajo reporta un
26,24 % de celulosa y solo un 5,38 % de hemicelulosa, pudiendo
limitar este ultimo la transformacién a aztcares reductores. En este
caso, la disposicién de hemicelulosa para el proceso fermentativo
puede verse afectada por el pretratamiento de hidrélisis aplicado, ya
que este separa las uniones estructurales entre la lignina y los
carbohidratos, generando la degradacién de la hemicelulosa y la
solubilizacién de la lignina, disminuyendo gradualmente el contenido
del polimero para su conversion a aztcares, tal como lo corrobora
Sanchez Riano et al. (2010) en los diferentes tipos de pretratamientos
quimicos aplicados a la biomasa.

Tiempode % v/v de

Escenario Muestra P

retencion etanol
Escenario 1 Blanco 1 4,187 0,267
pretratamiento Blanco 2 4,183 0'133
alcalino Blanco 3 4.190 ) 0,362

X =0.254
Escenario 2: E2MI 4,185 0,083
pretratamiento E2M2 4,183 0,145
alcalino + E2M3 4,183 0,026
T. reesei 1 x 107 X =0,084
esporas/mL
Escenario 3: E3MI 4,185 0,029
pretratamiento E3M2 4,183 0,045
alcalino + E3M3 4,183 0,000
T. reesei 1107 X =0,024
esporas/mL
Escenario 4: E4MI 4,183 0.1256
pretratamiento E4M2 4,185 0,2251
alcalino + T. E4M3 4,183 0.0559
ghanense 1x 107 X =0.1355
esporas/mL
Escenario 5: ESMI 4,185 0.1444
pretratamiento E5SM2 4,185 0,1057
alcalino + T. ESM3 4,187 0.0686
ghanense 1x10° X =0,1062
esporas/mL
Tabla 3.

Resultados de la produccion de bioetanol
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En funcién de los antecedentes, se destaca al Escenario 1 como el de
mejor rendimiento para la produccién de bioetanol de acuerdo con
las variables ensayadas, el cual estuvo limitado por dos factores, el tipo
de pretratamiento utilizado, tal como se ha descrito previamente, y el
contenido de lignina presente en el sustrato, ya que este polimero
limita el desdoblamiento de la celulosa y la hemicelulosa durante los
procesos de hidrélisis aplicados (Ko et al., 2015). De acuerdo a la
literatura revisada, la aplicaciéon de una hidrélisis enzimdtica con el
hongo Trichoderma spp. podria generar una mayor cantidad de
azucares reductores a partir de sus enzimas celulasas. En ese sentido,
Lépez et al. (2014), demostraron que la cdscara de banano generd
hasta un 5,18 % v/v de etanol con la intervencién de la especie
mencionada, considerandose que posee un 23 % tanto para celulosa
como para hemicelulosa, respectivamente.

Sin embargo, los escenarios del presente estudio tratados con
Trichoderma reesei generaron un bajo rendimiento etandlico de
0,084 % v/vy 0,024 % v/vy con Trichoderma ghanense 0,1355 % v/v
y 0,1062 % v/v, evidenciando que la composicién de la biomasa marca
una diferencia sobre la accién del hongo, atribuyéndose el efecto en
funcién del contenido limitado de hemicelulosa. Asi mismo los
resultados de los Escenarios del 2 al 5 permiten inferir que el bajo
rendimiento se debe también a la incidencia de otros dos factores, el
tiempo de duracién de la hidrélisis y la concentracién del
microorganismo empleado. Estas dos variables interactian de manera
simultdnea, ya que en un tiempo determinado el hongo ya no tendrd
mis celulosa por degradar y empezard a consumir la glucosa generada
para su supervivencia.

De igual forma, los factores que tuvieron incidencia en la
produccién de etanol fueron la composicién de la biomasa, el tipo de
pretratamiento y la concentracién del microorganismo empleado. En
este contexto, se demuestra una hipdtesis negativa en relacién con la
incidencia del hongo sobre el residuo lignocelulésico de cacao, debido
al bajo rendimiento que posee la aplicacién de un hongo fitopatégeno
en el proceso de obtencién de etanol.

Por otra parte, al comparar los porcentajes de alcohol producido en
los escenarios que involucran los hongos Trichoderma reesei y
Trichoderma ghanense, este ultimo presenté mayor porcentaje de
rendimiento.

4 Conclusiones

Este estudio ha permitido disponer de una matriz caracterizada por
su composicion lignoceluldsica con un alto contenido de lignina y un
bajo contenido de hemicelulosa, evidenciando corr espondencia con
los datos reportados por otros autores en una misma variedad de
céscara de cacao. A efectos de su aprovechamiento como biomasa, la
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céscara de cacao resulta un sustrato de interés en los procesos de
conversion para la obtencién de etanol.

Las diferentes variables ensayadas durante el proceso fermentativo
de este estudio comparativo han permitido establecer que las
condiciones dptimas para la mayor obtencién de bioetanol se dieron a
partir de un pretratamiento alcalino, a temperatura ambiente sobre la
base de 50 g de biomasa, durante un periodo de 3 dias, reconociendo
al Escenario 1 como el de mejor rendimiento etandlico con un
porcentaje del 0,25 %v/v. La céscara de cacao requeriria de un mayor
contenido de hemicelulosa, que en conjunto con la celulosa genere
una adecuada concentracién de azticares reductores, permitiendo que
la aplicacion de una hidrdlisis enzimdtica con los hongos
Trichoderma  reesei y  Trichoderma ghanense aumente
significativamente el rendimiento etanélico.
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