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RESUMEN

El presente estudio se realizo con la finalidad de buscar una solucion a la produccion
de desecho de la cascara de la mazorca del cacao, el cual es un residuo lignoceluldsico que
puede ser empleado para la obtencién de bioetanol. Para esto se emplearon tres tipos de
pretratamientos: acido, alcalino y autohidrolisis, por un periodo de cuatro horas con la
finalidad de romper la pared lignocelulosica de las fibras de la cascara. Una vez caracterizada
la biomasa pretratada, se llevd a cabo una fermentacion de los licores obtenidos después de
cada uno de los pretratamientos quimicos.

El pretratamiento alcalino presenté mayores cambios morfolégicos lo cual se atribuye al
aumento del contenido de celulosa, asi como a una disminucion del contenido de lignina, y
resultdé en la concentracion de azlcares reductores mas alta, con 46,456 [g/L]. El
pretratamiento acido presenté menores cambios en la morfologia por lo que se asume que su
contenido de lignina era elevado. En la fermentacion de los licores de pretratamiento, hubo
una tendencia a mayor rendimiento con el pretratamiento alcalino, pero, en general las
eficiencias fueron muy bajas, con hasta un 20%. Por lo tanto, es posible que se generen
inhibidores de crecimiento durante los pretratamientos que estén afectando la produccion de
etanol en los licores de pretratamiento. En este estudio, se ha demostrado que existe la
posibilidad de generar bioprocesos para la produccién de etanol a través de la fermentacion
de la cascara de la mazorca del cacao.

Palabras clave: biomasa lignocelulésica, bioetanol, mazorca del cacao, pretratamiento,
azucares reductores, fermentacion.



ABSTRACT

The present study seeks to find a solution to the production of waste from cocoa pod
husk, which is a lignocellulosic residue that can be used to obtain bioethanol. Therefore, three
types of pretreatments were used: acid, alkaline and autohydrolysis, for a period of four hours
in order to break the lignocellulosic wall present in the biomass. After each pretreatment the
content of lignin and cellulose was determined, as well as the reducing sugars present. Once
the pretreated biomass was characterized, a fermentation of the liquors obtained after each
pretreatment was made.

The alkaline pretreatment presented major morphological changes which is attributed to the
increase in cellulose content, as well as a decrease in lignin content, and resulted in the highest
concentration of reducing sugars, with 46,456 [g / L]. The acid pretreatment presented minor
changes in morphology, so it is assumed that its lignin content was high. In the fermentation
of pretreatment liquors, there was a tendency to greater performance with alkaline
pretreatment, but in general the efficiencies were very low, with up to 20%. Therefore, growth
inhibitors may be generated during pretreatments that are affecting ethanol production in
pretreatment liquors. In this study, it has been demonstrated that there is the possibility of
generating bioprocesses for the production of ethanol through the fermentation of the cocoa
pod husk.

Keywords: lignocellulosic biomass, bioethanol, cocoa pod husk, pretreatment, reducing
sugars, fermentation.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, el 83% de la demanda energética mundial se ve satisfecha por la
quema de combustibles fésiles; el Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climatico
(IPCC) constatd que los combustibles fosiles son los principales generadores de gases de
efecto invernadero, los cuales aceleran el calentamiento global (The Intergovenmental Panel
for Climate Change, 2007). Es por esta razon, que surgen los combustibles alternativos, siendo
algunos de ellos: el biobutanol, el cual se obtiene por medio de organismos fermentativos
como los clostridias (Pugazhendhi et al., 2019); el biodiesel a partir de desechos de aceite
(Carmona-Cabello, Saez-Bastante, Pinzi, & Dorado, 2019); el bioetanol de segunda
generacion, a partir de biomasa lignocelulosica (Althuri, Gujjala, & Banerjee, 2017); entre
otras alternativas.

La biomasa es cualquier material organico derivado directa o indirectamente del
proceso de fotosintesis de plantas y algas, excepto los materiales fosilizados (da Silva et al.,
2018). Las principales fuentes de biomasa lignoceluldsica son residuos agricolas, madera y
cultivos energéticos. Esta biomasa se encuentra compuesta, principalmente, por celulosa (35-
50%), hemicelulosa (20-35%), lignina (10-25%), y, en menor cantidad, se encuentran
proteinas, aceites y cenizas (Wei, Yingting, Jingjing, Wenshi, & Junhong, 2017). Sin
embargo, la biomasa lignoceluldsica posee una estructura compleja, debido a que la celulosa
se encuentra envuelta en una matriz de hemicelulosa, que a su vez esta rodeada de paredes de
lignina, siendo esta Gltima una macromolécula muy compleja y rica en subunidades
aromaticas (de Barros, Becarelli, de Oliveira, Tognotti, & Bon, 2019).

Estudios han demostrado que la implementacion de un pretratamiento a la biomasa es
un aspecto importante al momento de descomponer la estructura de la lignina, eliminar la
hemicelulosa, reducir la cristalinidad de la celulosa y aumentar el area superficial disponible

para que enzimas y microorganismos actien (Mosier et al., 2005). Los pretratamientos se
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clasifican en fisicos, fisicoquimicos, quimicos y biol6gicos; estos tipos de pretramientos
pueden combinarse con la finalidad de aumentar el rendimiento y productividad del producto
deseado (Solarte-Toro, Romero-Garcia, & Martinez-Patifio, 2019).

Un pretratamiento biolégico comdnmente empleado a la biomasa lignocelulésica, es
la hidrolisis enzimatica, debido a que genera una liberacion de azUcares, los cuales mas tarde
seran transformados en etanol gracias a una fermentacion (Lee, Kim, Ko, Woo, & Um, 2016).
Sin embargo, la estructura de la lignocelulosa al ser muy compleja genera rendimientos bajos.
Es por esta razdn que se han empleado, previamente a la hidrolisis enzimatica, pretratamientos
acidos y basicos para remover la lignina y disminuir la cristalinidad de la hemicelulosa (Wei
etal., 2017).

La produccion de bioetanol a partir de materiales lignocelulésicos es un tema de
investigacion actual. Entre las fuentes mas estudiadas se encuentran el bagazo de cafia de
azucar (Huang et al., 2015), desechos de frutas y fracciones insolubles en agua de la paja de
azucar (Diaz et al., 2015), empleando la levadura industrial Saccharomyces cervisiae para la
fermentacion alcohdlica (Hama, Kihara, Noda, & Kondo, 2018).

Por otra parte, otras fuentes menos convencionales han sido también exploradas. Se
evaluo el potencial de produccién de etanol a partir del sorgo dulce, la cual es una planta con
un gran contenido de azucares, corto periodo de crecimiento y buena tolerancia a las
condiciones naturales. En dicho estudio se llegé a la conclusion que en 49.65 millones
hectareas en China, se podrian sembrar sorgo para la produccion de 847.81 mil toneladas de
etanol (Jiang, Hao, Fu, Liu, & Yan, 2019).

Una fuente lignocelul6sica no convencional esta representada por los desechos de la
cascara de la mazorca del cacao. Uno de los principales productos de exportacion, en Ecuador,
son los granos de cacao. En el afio 2015 se exportaron 236.677 mil toneladas métricas de

grano de cacao, donde el 47% corresponde al cacao fino de aroma A.S.E (Asociacion Nacional
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de Exportadores de Cacao, 2016). Ademas, se ha estudiado la produccién de bioetanol a partir
de la cascara de la mazorca del cacao CCN-51 al variar el tiempo de pretratamientos &cidos y
bésicos de 1, 4 y 6 horas, con la finalidad de obtener el tiempo 6ptimo de pretratamiento para
transformar los polisacéridos presentes en la lignocelulosa, en azucares Y, asi, obtener un
mayor porcentaje de etanol durante la fermentacion alcohoélica (Benalcazar, 2018).

Durante el afio 2017, en Ecuador se produjeron 200 mil toneladas de cacao en grano
(FAO, 2019). Usualmente los desechos del cacao son usados como abono orgénico; no
obstante, no existe estudio alguno que demuestre la capacidad fertilizante de la cascara de la
mazorca del cacao. También se ha utilizado para balanceado animal, pero la mazorca posee
teobromina el cual es un alcaloide hepatotoxico y puede ser perjudicial para la salud de los
animales (Ardila & Carrefio, 2011). Por esta razon, la c&scara de la mazorca del cacao al ser
un residuo agricola muy abundante puede ser empleado como una fuente de gran importancia
para la produccion de bioetanol.

Por lo que en esta investigacion se busca evaluar los efectos de diferentes
pretratamientos quimicos, acidos y basicos, y enzimaticos sobre la produccion de azlcares
reductores y etanol en diferentes etapas de la fermentacion alcohdlica de desechos de la

cascara de la mazorca del cacao.
2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMNTALES

2.1 Preparacion y caracterizacion de la biomasa

Se empled la cascara de mazorca del cacao fino de aroma, la cual fue cortada en un
tamafio aproximadamente de 1x1 cm? para luego secarla a 60°C hasta que su peso se
mantenga constante. Luego de moler y tamizar la muestra seca se recolectd la muestra con

tamanio de particula entre 150 y 600um para los siguientes experimentos.
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2.2 Métodos experimentales

2.2.1 Contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad, coloc6 1 g de muestra triturada en crisoles
previamente secados y pesados. Una vez colocada la muestra en los crisoles, se los seco a
105°C, hasta que su peso sea constante y, asi, evaporar el agua presente en la muestra (AOAC,
1990). Finalmente, se peso los crisoles y se determiné el contenido de humedad mediante la

ecuacion (1).

%Humedad = [H] x 100% (1)
Donde:

M;: Peso del crisol con muestra seca [a]

M;: Peso del crisol con muestra inicial [a]

M_: Peso del crisol seco y vacio [a]

2.2.2 Contenido de cenizas

Para la determinacion de contenido de cenizas se pes6 1g de muestra triturada en
crisoles previamente secados y pesados. Luego, estos fueron colocados en la estufa a 105°C
por un periodo de 5 horas, con la finalidad de remover el agua presente en la muestra. Como
consiguiente, se colocé la muestra secada en la mufla a 540°C por 5 horas, para asi eliminar
la materia organica presente (AOAC, 1990). Finalmente se pesaron los crisoles y se determiné

el contenido de cenizas por medio de la ecuacion (2).

Mf_MC

i c

%Cenizas = [Z—<| x 100% @)
Donde:

M Peso del crisol con muestra calcinada  [g]

M, Peso del crisol seco y vacio [0]

M;: Peso del crisol con la muestra inicial  [g]
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2.2.3 Contenido de grasas

Para la determinacion de grasas se empleo el método Soxhlet, el cual es un método de
extraccion solido-liquido que posee tres procesos fisicos: vaporizacion, condensacion y
extraccion (AOAC, 2002).

Para determinar el contenido de grasas se peso 1g de la muestra seca en un cartucho
de celulosa, el cual fue introducido en el Extractor de solventes Velp Scientifica SER 148. Por
otro lado, se pesoé el vaso de precipitacion y se agregaron 60mL de hexano, que fue utilizado
como solvente. Una vez finalizada la extraccion, se coloco la muestra en el horno por 24 horas
para eliminar el residuo de hexano presente. Finalmente, se determind la cantidad de grasa por

medio de la ecuacion (3).
%Grasas = [Z—’j x 100% (3

Donde:

Mg Peso residuo de grasa y vaso de precipitacion [g]

M,,: Peso vaso de precipitacion vacio [a]

M;: Peso inicial de la muestra [0]

2.2.4 Contenido de proteina

Para determinar la cantidad de proteinas y nitrdgeno presente en la muestra, se empled
el método Kjeldahl (AOAC, 2002), el cual se llevé a cabo un digestor DK6 VLEP Scientifica
y una unidad destilacion semiautomatica UDK 139. Inicialmente, se pesé 0.5g de la muestra
seca, se afiadié 12mL de acido sulfurico concentrado y se agregaron 2 pastillas catalizadoras,
de sulfato de potasio (K,S0,)y sulfato de cobre (CuS0,). Esto se llevé a una digestion hasta
gue la muestra se torné de un color verde azulado. Se dejé enfriar la muestra y en un
Erlenmeyer de 250mL se colocaron 25mL de acido bérico (H;B03) al 4%. A continuacion,
se destild la muestra con ayuda de la unidad de destilacion automatica, donde se dosificaron

50mL de agua y 50mL de hidréxido de sodio (NaOH) al 35%. Finalmente, se titulé con &cido
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clorhidrico (HCI) 0.209 N utilizando el indicador “Tashiro” hasta que Se obtuvo un cambio de
color verde a fucsia fuerte (AOAC, 1990). Para determinar el contenido de nitr6geno se

empleo la ecuacion (4).

%Nitrégeno = [wﬂ] X 100% 4)

Mmuestra

Donde:

Vuci: Volumen de &cido clorhidrico empleado para titular la muestra [mL]

Nyci: Concentracion normal de &cido clorhidrico [N]
Wy,: Peso molecular del nitrogeno [%]
M yestra: P€SO inicial de la muestra [mg]

Por otra parte, para determinar el contenido de proteina, se aplico el factor un factor
de 6.25, el cual considera que las proteinas poseen un 16% del peso de nitrégeno
(ExpotechUSA., n.d.). Por lo tanto, se empled la ecuacion (5) para determinar el contenido de
proteina.

%Proteina = %Nitrégeno * 6.25 (5)

2.2.5 Contenido de celulosa

Para determinar el contenido de celulosa presente en la biomasa, se colocd 1g de
muestra en un balon de 250 ml y agregaron 15mL de &cido acético al 80% junto con 1.5mL
de &cido nitrico al 68%. Se colocd, al bal6n, durante 20 minutos en reflujo. A continuacion,
se realizé una filtracion con agua caliente y pequefias cantidades de etanol. Como siguiente
paso, se colocd la muestra en crisoles y se la seco en la estufa a 105°C por 24 horas. Se dejé
enfriar la muestra, se la pes6 y se la coloco en la mufla por 5 horas a 540°C(Dominguez,
Alvarez, Granados, & Hernandez, 2012). Finalmente, se determiné el contenido de celulosa

por medio de la ecuacion (6).

%Celulosa = [%] x 100% (6)
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Donde:

M;: Peso muestra secada [0]
M,: Peso muestra calcinada [0]
M;: Peso muestra inicial [a]

2.2.6 Contenido de lignina

Para determinar lignina, se pes6 1g de muestra seca, se agregaron 15mL de &cido
sulfarico (H,S0,) al 72% vy se agitd por 2 horas. A continuacion, en un balon de 250mL con
reflujo, se coloco, durante 4 horas, la muestra con acido sulfdrico y se agregaron 125mL de
agua destilada. Finalmente, se filtrd, se lavo la muestra con agua caliente y se dejo secar en el
horno a 105°C por 3 horas (AOAC, 1990). Se determin0 el contenido de lignina por medio de

la ecuacién (7).

%Lignina = -] x 100% (7)
Donde:

M, Peso muestra secada [a]

M;: Peso muestra inicial [a]

2.3 Proceso para la obtencién de bioetanol a partir de la cascara de la mazorca del cacao

En la Figura 1 se presenta el diagrama de bloque para el proceso de obtencion de
bioetanol a partir de la cascara de la mazorca del cacao. Sin embargo, en las siguientes

secciones se describe de manera detallada las condiciones de cada etapa del proceso.
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Figura 1. Diagrama de bloque para la obtencion de etanol a partir de la cascara de la mazorca del
caco.

2. 4 Pretratamientos quimicos

Para cada pretratamiento se pretraté 1g de muestra seca por cada 15mL de solucién
durante 4 horas a 100°C con reflujo (Benalcazar, 2018). En la Tabla 1 se presentan las
concentraciones y voliumenes de cada compuesto empleados durante los diferentes
pretratamientos.

Tabla 1. Volumen y concentracion de los reactivos empleados en el pretratamiento

Variable Alcalino Acido |Autohidrolisis
Voumenporlgde | o 15ml 15 ml
muestra
Concentracion 2% 2% -

Para el pretratamiento alcalino se emple6 hidréxido de sodio, para el pretratamiento
acido se utilizo acido sulfarico y la autohidrdlisis se realizd el pretratamiento con agua

destilada.

2.5 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las biomasas sin tratar y pretratadas fueron analizadas con el microscopio electrénico
de barrido JEOL JSM-IT300 a 50Pa y 20kV, con magnificaciones de 100x y 500x, usando el

programa MP-96040EXCS External Control Software para el procesamiento de imagenes.
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2.6 Fermentacion

En un tubo cénico de 50mL, previamente autoclavado, se colocé 30mL del licor
obtenido después de cada pretratamiento. Se agregaron 8g de levadura Saccharomyces
cerevisiae RC212 por cada litro de licor y se la activo a 30°C por 20 minutos. Con ayuda de
algoddn, gasa y manguera se realizé un tapén el cual con ayuda de hidroxido de sodio al 2%
serviria de trampa del C0O, producido durante la fermentacion. El cultivo se llevo a cabo en
una incubadora microbiologica a 30°C por 72 horas (Benalcazar, 2018). Finalmente se

tomaron 2 mL de muestra de cada uno de los fermentados después de 24, 48 y 72 horas.

2.7 Estimacion de azucares reductores

Para la determinacion de azlcares se emple6 acido 3,5 dinitro salicilico (DNS) al 1%,
el cual se colocd 1mL en un tubo de ensayo, junto con 5mL de agua destilada y 1mL de la
muestra diluida. Con ayuda de un Vortex se homogenizo la muestra y se incub6 la muestra a
100°C durante 5 minutos (Bernfeld, 1955). Finalmente, se midié por medio de colorimetria,

con ayuda del equipo Hach Colorimeter DR/870.

2.8 Cuantificacién de bioetanol

Para la medicion de etanol obtenido después de cada fermentacién, inicialmente,
centrifugd y filtr6 la muestra para luego realizar una extraccion liquido-liquido con
diclorometano, donde se empled una relacion de 2:1, es decir, se emplearon 2ml de
diclorometano por cada mililitro de muestra. Se extrajo la fase organica y se agrego propanol,
como estandar interno, en una relacion de 25:2. Finalmente, se empleo el equipo GCMS-
QP2010 y se llego a determinar el porcentaje de bioetanol, al relacionar las areas entre el
etanol y el estandar interno.

Mientras que el rendimiento se definié como los gramos de EtOh dividido para los

gramos de glucosa, ecuacion (8).
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g EtoH

Rendimiento% =
g glucosa

x 100% (8)

Finalmente, se definié eficiencia como las moles de EtOH obtenidas durante la
fermentacion para las moles maximas de EtOH que tedricamente se podria llegar a obtener,

ecuacion (9).

mol EtOH
Eficiencia% = 9
f /o mol max teérico EtOH ( )

2.10 Andlisis estadistico

Todos los andlisis y experimentos se realizaron por triplicados (n=3). Los resultados
se reportan como el promedio + desviacion estandar. Con ayuda del software Minitab, se
realiz6 analisis de varianza (ANOVA) y se aplicd el método de Tukey para comparacion por

pares, con 95% de confianza (p<0,05).

3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de materia prima

Inicialmente, se realizd una caracterizacion a la cascara de la mazorca del cacao; los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacién de la cascara de la mazorca del cacao

Parametro Caracterizacion
Promedio [%] | Desviacion estandar [%]

Celulosa 20,039* 0,732
Lignina 23,154* 0,000
Humedad 13,002 1,325
Cenizas 8,517* 1,115
Grasas 0,246* 0,038
Nitrégeno 0,100* 0,003
Proteina 0,628* 0,022

*Base seca
Por otra parte, Campos-Vega report6 los rangos de composicion de la cascara de la
mazorca del caco, donde el contenido de humedad se encuentra entre 6,4-14,1%, contenido

proteinas esta entre 2,1-9,1 %, cenizas se encuentra entre 5,8-13,0%, y el contenido de lignina
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es de 14,7-38,8% (Campos-Vega, Nieto-Figueroa, & Oomah, 2018). Al comparar los
resultados obtenidos por los propuestos por Campos-Vega, es posible observar que los
resultados obtenidos durante esta investigacion se encuentran dentro de los rangos propuestos
por Campos-Vega, a excepcion del contenido de proteina.

Por otra parte, al comparar los resultados obtenidos, con los resultados presentados en
el proyecto de investigacion de José Benalcazar, se observan variaciones en cuanto al
porcentaje de humedad (91,55 + 0,84)%, lignina (46,61 + 2,89)%, nitrégeno (0,66 + 0,01)%, y
proteina (4,12 + 0,04)% (Benalcazar, 2018). Las diferencias en cuanto a los resultados
obtenidos en ambas investigaciones pueden deberse a la variacidn de cacao que se uso, siendo
cacao CCN-51 el empleado durante el proyecto de investigacion de José Benalcazar y cacao
fino de aroma se empled en esta investigacion. Otros factores que afectan significativamente
a la composicién de la biomasa son la region de crecimiento de la planta, irrigacion,
fertilizantes empleados, transporte, almacenamiento, suelo, entre otros factores (Han & Bao,
2018). De igual manera, otro factor que pudo haber afectado al momento de la determinacién
del contenido de humedad fue el estado de madurez de la cascara de la mazorca, ya que esta

se encontraba ligeramente madura.

3.2 Caracterizacion de biomasa pretratada

Inicialmente, se determind el rendimiento de cada una de las biomasas después de cada
pretratamiento; dichos resultados se presentan en la Figura 2. Se puede observar que después
del pretratamiento alcalino se obtiene un rendimiento de (46,570 + 6,947)% siendo el mas
bajo. Para el pretratamiento de autohidrdlisis se obtuvo (94,908 + 2,502)%. Finalmente, el

rendimiento del pretratamiento acido fue (54,469 + 0,910)%.
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Figura 2. Rendimiento de los pretratamientos aplicados a la biomasa de la cascara de la mazorca
del cacao fino de aroma.
(*) Representa cantidad méaxima del rendimiento de los pretratamientos, (p<0,05).
(a) Los pretratamientos con las mismas letras no presentan diferencias estadisticamente
significativas.

3.3 Cambios en la morfologia de la cascara del cacao después de cada pretratamiento

Los cambios presentados en la morfologia de la biomasa después de cada
pretratamiento se observaron por medio de microscopia electrénica de barrido. Las Figura 3

y Figura 4 muestran las micrografias del analisis.

Figura 3. Microscopia electronica de barrido de la biomasa de la céscara de la mazorca de cacao con
aumento de 100x. Pretratamiento a) sin pretratar, y con pretratamiento b) autohidrolisis, ¢) &cido y d)
alcalino.
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Figura 4. Microscopia electrénica de barrido de la biomasa de la cascara de la mazorca de cacao con
aumento de 500x. Pretratamiento a) sin pretratar y con pretratamiento b) autohidrolisis, ¢) &cido y d)
alcalino

En la Figura 4, las flechas representan la degradacion de la biomasa debido a cada uno
de los pretratamientos. Se puede observar que la biomasa de la cascara de la mazorca del cacao
no es porosa, mientras que la biomasa después del pretratamiento alcalino posee una mayor
porosidad y degradacidon, que puede deberse a la remocion de lignina. Por otra parte, se puede
observar que el pretratamiento acido genera una leve degradacion en cuanto a la estructura de
la biomasa. Finalmente, la biomasa del pretratamiento de autohidrélisis posee una mayor
rugosidad con respecto a la biomasa sin pretratar, pero no con respecto a los pretratamientos
acido y alcalino.

De acuerdo a estudios realizados en el bagazo de la cafia de azlcar, el pretratamiento
alcalino permite que la enzima, durante la hidrolisis enzimatica, pueda acceder con mayor
facilidad a la celulosa y hemicelulosa para su degradacion; por lo que, en la estructura de la
biomasa del pretratamiento alcalino, los cambios morfolégicos son aumento en el area de
superficie externa y aumento en la porosidad. Por otra parte, se debe tener en cuenta que
durante el pretratamiento alcalino también se podria disolver parte de la hemicelulosa, lo cual
a su vez disminuye el contenido de xilano en el material lignocelulosico (Lin, Lee, Duan, &

Lin, 2013).
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Benalcdzar llegd a observar los mismos cambios antes y después de cada
pretratamiento, siendo de igual manera el pretratamiento alcalino el que mayor porosidad y
rigidez llegd a presentar (2018). Por lo tanto, se puede concluir que cada uno de los
pretratamientos esta removiendo la lignina presente en la cascara de la mazorca del cacao y la

celulosa presente esta siendo liberada.

3.4 Azlcares reductores

Una vez finalizado el proceso de pretratamiento se determiné la concentraciéon de
azUcares reductores [g/L] presentes en los licores obtenidos. En la Figura 5 se puede observar
que, después del pretratamiento alcalino se obtuvo la concentracion de azlcares mas alta, la

cual fue de (46,456 + 1,981) [g/L].

= & & & Y

(=
=]

Concentraciion azicares reductores [g/L]

Alcaling Autohidrolisis Acido

Pretratamiento

Figura 5. Concentracion de azUcares reductores [g/L] después de cada pretratamiento
(*) Representa cantidad maxima de concentracion de azUcares reductores [g/L] de los
pretratamientos, (p<0,05).
(a) Los pretratamientos con las mismas letras no presentan diferencias estadisticamente
significativas.

El analisis estadistico determind que la concentracion de azlcares reductores es
estadisticamente significativa después de cada pretratamiento. De igual manera, se pudo
observar que dicha concentracion es mayor después del pretratamiento alcalino, mientras que

los pretratamientos acidos son estadisticamente iguales.
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La concentracion de azUcares reductores tan baja en la biomasa pretratada con 4cido
puede ser a causa de inhibidores de crecimiento, como el hidroximetilfurfural (HMF) vy el
compuesto furfural, los cuales se generan después de los pretratamientos, tanto acidos como
bésicos, debido a la degradacion de pentosas y hexosas (Singh, Kumar, Yadav, & Datta,
2019). Por otra parte, como se menciono con anterioridad, el pretratamiento alcalino tiende a
aumentar el area superficial de la celulosa, lo cual permite que se produzca un contacto directo
entre la enzima celulasa y la superficie de celulosa (Cruz, Santiago, Braz, Seleghim, &
Crnkovic, 2018), es por este motivo que después del pretratamiento alcalino la concentracion

de azUcares reductores es mayor que en comparacion a los otros dos pretratamientos.

3. 5 Fermentacion del licor de pretratamiento

Se realizaron dos tipos de fermentaciones con los licores obtenidos de cada uno de los
pretratamientos. El primero se realiz6 con una concentracion variable de azlcares reductores,
mientras que la segunda fermentacion se igualaron todas las concentraciones de los licores a
2 [0/L] de azlcar, esta Gltima se llevd a cabo para determinar la presencia de agentes
inhibidores. En la Figura 6, se presentan los datos obtenidos para las fermentaciones, después
de 24 horas, con concentracion variable, asi como los resultados obtenidos para las

fermentaciones con una concentracién inicial de 2 [g/L] de azucar.
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Figura 6. Porcentaje de consumo de azUcares reductores para las diferentes fermentaciones de cada
pretratamiento con concentracion inicial de 2 [g/L] y concentracion variable, durante las primeras 24
h de fermentacion
(*) Representa cantidad maxima de concentracion de azUcares reductores [g/L] de los
pretratamientos, (p<0,05).

Al realizar los andlisis estadisticos se pudo observar que existe una diferencia
significativa en la concentracion inicial de azucares reductores, siendo estadisticamente mayor
la concentracion para las fermentaciones que inicialmente tuvieron una concentracion de 2
[g/L]. Por otro lado, se pudo determinar que después de 72 horas de fermentacion todavia hay

una pequefia cantidad de azUcares reductores, similar a la cantidad presente durante 48 horas

de fermentacion.
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Figura 7. Porcentaje de consumo de azUcares reductores para fermentaciones con concentracion
variable

Por medio de la Figura 7 es posible observar como se da el cambio en el porcentaje de
azucares reductores durante las primeras 24 horas, mientras que después de 48 y 72 horas de
fermentacion el porcentaje de azUcares reductores ha disminuido, pero no por completo.
Huang et al. Observaron una disminucion veloz durante las primeras horas de fermentacion,

sin embargo después de 96 horas se agoté la glucosa presente (2015).
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Figura 8. Porcentaje de consumo de azlcares reductores para fermentaciones con concentracion
inicial fija de 2[g/L]

3.6 Contenido de etanol
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En cuanto al rendimiento de cada una de las fermentaciones, Figura 9, se observa que
el rendimiento del pretratamiento acido, con una concentracion inicial de 2 [g/L] de azUcares
reductores, es de (31,607 £ 0,341)%, siendo el menor de todos. Esto puede deberse a que los
pretratamientos acidos tienden a degradar azlcares, lo que a su vez produce compuestos

inhibidores como cetonas, acidos fendlicos y compuestos aldehidos (Solarte-Toro et al.,

2019)

20
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E 20

8 .

< 15 T M Pretratamiento 2[g/L]

E - o

T 10 o EH Pretratamiento

g concentracion variable
5

Alcalino Acido  Autohidrlisis

Pretratamiento

Figura 9. Rendimiento del pretratamiento para la produccién de bioetanol

No se presentaron diferencias significativas en el rendimiento de cada uno de los
pretratamientos.

Finalmente, en la Figura 10 se observar la eficiencia de cada una de las fermentaciones,
donde el valor correspondiente a la fermentacion del pretratamiento de autohidrdlisis, con
concentracion variable, fue (27,830 +1,222)%, siendo la eficiencia mas alta; mientras que la
eficiencia mas baja fue de la biomasa del pretratamiento acido con una concentracion inicial

de 2 [g/L], siendo el resultado (15,804 + 0,171)%.
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Figura 10. Eficiencia del pretratamiento para la produccion de bioetanol

De igual manera, no se presentaron diferencias significativas en cuanto a la eficiencia
de cada uno de los pretratamientos, sin embargo, si se constataron diferencias significativas
en cuanto a la eficiencia de la concentracion variable y 2 [g/L] de concentracion, siendo ese

la menor eficiencia estadisticamente.

4. CONCLUSIONES

Durante esta investigacion, inicialmente, se realiz6 la caracterizacion proximal de la
biomasa lignocelulésica de la cascara de la mazorca del cacao fino de aroma, donde se resalto
el contenido de lignina y celulosa presente en dicha biomasa. Por otra parte, se observaron
cambios en la morfologia de la biomasa después del pretratamiento alcalino, lo cual se
atribuye al decrecimiento en el contenido de lignina, asi como un incremento en el contenido
de celulosa.

En cuanto a la concentracion de azlcares reductores, el licor obtenido del
pretratamiento alcalino posee una mayor concentracién de azUcares reductores siendo el
promedio de (46,456 + 1,981) [g/L].

Por otra parte, despues de las fermentaciones de los licores de pretratamiento se

observo que el rendimiento tiende a aumentar para el pretratamiento alcalino, mientras que
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las eficiencias de los fermentados de cada licor de pretratamiento fueron de hasta un 20%,
siendo valores bajos, lo cual puede deberse a inhibidores de crecimiento que se generan
después de los pretratamientos y afectan a la produccion de etanol. Finalmente, se demostré
que es posible obtener bioetanol a partir de la cascara de la mazorca del caco, después de

realizar los respectivos tratamientos a dicha biomasa lignoceluldsica.
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