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RESUMEN

El incremento en la demanda de combustibles fosiles y la disminucion de este recurso
no renovable, han permitido buscar nuevas fuentes de energia limpia que utilicen los
desperdicios como materia prima, de esta forma se reduce la cantidad de Gases de
Efecto Invernadero (GEI) que son los causantes de varias enfermedades del cuerpo
humano. Actualmente el empleo de biomasas lignocelulésicas constituye una de las
opciones mas viables en la produccion de Biocombustibles de Segunda Generacién,
pero la metodologia aplicada no siempre es la mas optima; por ello, en el presente
proyecto se desea obtener bioetanol a partir de la cascara de cacao, integrando un
proceso de Hidrolisis Enzimatica al proceso tradicional de fermentado, mediante un

hongo Trichoderma de la especie ghanense.

La caracterizacion fue realizada con base en las Normas AOAC. Luego, para la obtencion
de etanol, la biomasa fue tratada con un proceso quimico alcalino, el propoésito fue
disminuir la lignina presente y acceder mas facilmente al porcentaje de celulosa.
Después, se realizdé la inoculacion con el hongo a diferentes concentraciones,
manteniendo un pH de 4.5 y un periodo de hidrdlisis de 11 dias, y por ultimo se llevo a
cabo el proceso de fermentacién. Para la cuantificacion de bioetanol se utiliz6 un

cromatografo de gases.

De acuerdo con el disefio de experimento, se emplea tres concentraciones diferentes del
hongo; evidenciando que, al aumentar la concentracion, disminuye el volumen de
bioetanol producido. Por lo que finalmente se determina, que la concentracion (C1) de

0 esporas/mL es la mas Optima para el proceso de produccion.

Palabras Clave: Gases de Efecto Invernadero, Metodologia, Fermentacion,

Trichoderma ghanense.



ABSTRACT

The increase in the demand for fossil fuels and the decrease of this non-renewable
resource, have allowed the search for new sources of clean energy that use waste as raw
material, thus reducing the amount of Greenhouse Gases (GHG) that are the cause of
several diseases of the human body. Currently, the use of lignocellulosic biomasses
constitutes one of the most viable options in the production of Second-Generation
Biofuels, but the methodology applied is not always the most optimal; therefore, in the
present project we wish to obtain bioethanol from cocoa shells, integrating an Enzymatic
Hydrolysis process to the traditional fermentation process, by means of a Trichoderma

fungus of the ghanense species.

The characterization was carried out based on the AOAC Standards. Then, to obtain
ethanol, the biomass was treated with an alkaline chemical process, the purpose was to
reduce the lignin present and access more easily to the percentage of cellulose.
Afterwards, inoculation with the fungus was carried out at different concentrations,
maintaining a pH of 4.5 and a hydrolysis period of 11 days, and finally the fermentation
process was carried out. A gas chromatograph was used for bioethanol quantification.

Acording to the experiment desing, we use three different concentrations of fungus and it
was found that, as the concentration increases, the volume of bioethanol produced
decreases; therefore, it is finally determined that the concentration (C1) of O spores/mL

is the most optimal for the production process.

Keywords: Greenhouse Gases, Methodology, Fermentation, Trichoderma ghanense



INDICE GENERAL

EVALUADORES ...t e e et e e e e e e e e e aanas 6
RESUMEN ...ttt ettt e e et e e s e e sttt e e e e ettt e e e e e eeaaeaaeeeaaaaaaaeeaaessaananns I
N 1 I8 2 ¥ O PP I
INDICE GENERAL ... .ouieie ettt ettt ettt e et a et eeteateenaeeaenreeneas 1]
ABREVIATURAS ..ottt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e snanes \Y
SIMBOLOGIA. ...ttt ettt sttt s et te st e st en e ene st eneene e VI
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt te et ae et e et s ataeeteeeee e VI
INDICE DE TABLAS ...ttt IX
CAPITULO Lottt ettt ettt 1
1. INTRODUCCION .....uiuiittiittatieeie ettt ettt ettt ettt et e e ese e e ese e eseete et eseeaeneaneeeanens 1
1.1 Descripcion del problema..........cooooiiiiiiii 1
1.2 Justificacion del problema ... 2
I N O L o] 11 1Y/ 1 3
1.3.1  ODJEtiVO GENETAI.....c.ui i 3
1.3.2  ODbjJetiVOS ESPECITICOS. ....uuuuiiiiiiiie ettt 4

R S Y = ot o I =0 4 oo TP 4
1.4.1 Composicion de residuos lignocelulosicos de cacao CCN-51..................... 5
1.4.2  HONGO TrChOGEIMA SPP. wuuiiiiiieiiiiiee e ee e e e e aa e ees 6
1.4.3 Bioetanol mediante la conversion de la biomasa lignocelulosica ................ 7
1.4.4 Caracterizacion del etanol ...........oooiiiiiiiiiiiiii e 9
CAPITULO 2 ..ttt ettt s et e et eene e e e 12
2. METODOLOGIA ... ..ottt te e 12
2.1 DiseNo EXPerimental ..........oooeiiiiiiiiii i 12
22 o U] o T 1 R 13
2.3 Muestra 0 PODIACION..........uuiiiiiii e 14
2.4 Preparacion de 12 MUESEIA ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiieiiiee e e e e e 14
2.5 Caracterizacion de la biomasa ............coouvviiiiiiiiii 14
2.5.1 Determinacion de contenido de humedad...............coevvviiiiiiiiiiiinininnnnnnn, 15
2.5.2 Determinacion del contenido de CEeNIZas.............ceuuvviviiiiiiiieeeeeeieeeeiiiiiiianns 15
2.5.3 Determinacion de la holoceluloSa ...........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiii e 16
2.5.4 Determinacion del contenido de celulosa...............uuviiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiins 17
2.5.5 Determinacion de la hemiceluloSa ...........ccccoviviiiiiiiiiiiiiii e 18



2.5.6 Determinacion del contenido de Lignina ...........c.ccueeeeeiiiiiiieeeceiiiee e 18

2.6 Procedimiento para la obtencion del bioetanol .............cccoovviiiiiiii e, 19
2.6.1 Siembra del hongo Trichoderma ghanense .............c.ccooviiiii i, 20
2.6.2  Pretratamiento alCalinO ...........oiiiiiiiiiiiie e 20
2.6.3  HidrOliSiS €NZIMALICA .......ceeeiieiiiiiiiiiiiie e e e 21
2.6.4  FEIMENTACION......uuuiiii e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeeeeeeenennnnnns 23

2.7 Cuantificacion del Dioetanol..............oooiiiiiiiiiiiii 24
2.7.1  CromatOgrafo de gASES ......ccoviiiiiiiiiiiiii it 24
2.7.2  Preparacion de CONCENraCIONES.......ccccuuuuruiiiiiiiiiiiieieeeieeeeeeeeaeaaaaaaaaaaaaaaans 25

2.8 Tratamiento estadistico de 10S resultados ..........ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiii e, 26
2= 70 R AN \\ (@ AV AN o [N T ] I = T (o U 27
2R S I =1 - Vo |15 1o o TN RO PPUPPPPUPRPR 27
2.8.3  Prueba de TUKEY ... 27

CAPITULO 3 ..ottt ettt e et eeen e s s ene s 28
3. RESULTADOS Y ANALISIS ....ooiieieiee ettt 28

3.1 Caracterizacion de la biomasa ............coouuiiiiiiiiii 28

3.2 ANAIISIS ESTAUISIICO ...cuuuviiiiiiiiie e e e e e e e 32
3.2.1 Prueba de Normalidad...........ccooeeiiiiiiiieiiiie e 32
3.2.2 Analisis de tabla ANOVA para cada tratamient0...........cccccceeeeeeviniineeeeennn, 35

3.3 Cromatografia de gases (Etan0l) ...........uueeeiieiiiiiiiiiiiieie e 40

CAPITULO 4 .ottt ettt eb s e s 43
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ......cooiiee e 43
ot R ©70 1 (o1 [ U ][0 [ PP PPPUPPRPRR 43
4.2  RECOMENUACIONES......cciiiiiuiieeieiiiie e e ettt e e e et e e e eeaa e e e e eetta s e e e eeessnnaaaeaeesens 44
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt et eaeste e e eteaae e e ae s 45
ANEXOS ..ottt e et e oo e oo b1ttt —— ittt it et et e e e et aaaaaaaaaaaaaaaaaaaas 50



ABREVIATURAS

ESPOL Escuela Superior Politécnica del Litoral
AOAC Asociacion de Quimicos Agricolas

GEl Gases de Efecto Invernadero

CIBE Centro de Investigaciones Biotecnolédgicas del Ecuador
DCA Disefio Completamente Aleatorizado
CFA Cacao Fino de Aroma

CG Cromatografia de Gases

CGS Cromatografia de Gases Sdélida

CGL Cromatografia de Gases Liquida
ANOVA Andlisis de Varianza

PDA Agar Papa Dextrosa

CCN-51 Variedad de Cacao

ATP Adenosin Trifosfato

SCR Suma de Cuadrados de la Regresion
SCE Suma de Cuadrados de los Residuos
MSE Cuadrado Medio del Error



SIMBOLOGIA

Wi Peso inicial de la muestra

Wc Peso del crisol vacio y seco

Wo Peso final de la muestra seca

Woeo Peso del crisol con la muestra calcinada
mL Mililitros

pum Micrémetros

°C Grados Celsius

mg Miligramo

pH Potencial de Hidrégeno

n NuUmero total de observaciones en la muestra
k Grados de libertad

w Comparador de Tukey

q Valor critico de Tukey

]

Numero de repeticiones

NaOH Hidroxido de sodio
H2S04 Acido Sulfarico
(CeH100s)n Celulosa

CsH1205 Glucosa

H20 Agua

CO2 Dioxido de Carbono
C2HsOH Etanol

SiO2 Dioxido de Silicio

Cl Cloro

SOs Trioxido de Azufre
Al203 Oxido de Aluminio
Fe20s3 Triéxido de dihierro
P20s Pentoxido de difésforo
CaO Oxido de Calcio

MgO Oxido de Magnesio
(Na,K)20 Oxido de Sodio y Oxido de Potasio

\



Cn
Ci2
Cis
Ca
Ca2
Cas
Ca1
Ca2
Css

Concentracion 1 Nivel 1
Concentracion 2 Nivel 1
Concentracion 3 Nivel 1
Concentracion 1 Nivel 2
Concentracion 2 Nivel 2
Concentracion 3 Nivel 2
Concentracion 1 Nivel 3
Concentracion 2 Nivel 3
Concentracion 3 Nivel 3

VI



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 Taxonomia del hongo Trichoderma ghanense ..........cccccoccieiiiiiiines 7
Figura 2.1 Cacao especie CCN-51.. ... 14
Figura 2.2 CASCara de CACAO SECA .......uiieeeiiiiiiieeeeiiiie e e e eeetiie e e e e e et e e e e e et e e e e eeaaans 15
Figura 2.3 Cenizas de la cascara d€ CACAOD ...........ccuuuuieeeiiiiiiieeeeeeiiie e e e 16
Figura 2.4 Celulosa de la CASCara de CaCa0...........ccccuuuumiiiiiiiiiiiiiiieeieeee e e e e e 17
Figura 2.5 Lignina de 1a CASCara de CACAO ........iiiieeeeeeeiiiiiieeeiiiiiiee e e e e e e e e 18
Figura 2.6 Diagrama de bloque del proceso de produccién de etanol .......................... 19
Figura 2.7 Cultivo de Trichoderma ghanenSe............uuiiieeiiiiiiiieeeeeie e 20
Figura 2.8 Biomasa a los 8 dias de iNOCUIACION ..............euuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 22
FIQUIa 2.9 BIOITEACTON .......utiiiie ettt e e e e e e e 23
Figura 2.10 Cromatégrafo de gases con inyector automatizado..............cccceeeeeeeevnnnnnn. 25
Figura 3.1 Prueba de Anderson Darling .........ccooveeviiiiiiii e 33
Figura 3.2 Histogramas de residuos A) Histograma resultante del analisis total de datos
obtenidos en la experimentacion B) Histograma resultante sin datos aberrantes. ........ 33
Figura 3.3 ReSIAUOS VS. AJUSTES ... .cuuiieiiii et e e et et e e e et e et e e e e e eeees 34
Figura 3.4 RESIAUOS VS OFUEN........cciiiiiiii et e et e e e e e e e e e e e eana s 35
Figura 3.5 Prueba individual de Fisher para cada combinacion de niveles................... 37
Figura 3.6 Prueba Tukey de combinacion de niveles a un 95% de confianza .............. 38

Figura 3.7 Diagrama de cajas de Volumen de etanol vs los tres niveles de
(oo pTo=T 1 7> To [0 o H PSSR 39
Figura 3.8 Grafica de valores individuales de Volumen de etanol vs Concentracion ....39

Figura 3.9 Curva de CalibDrado ............uuuiiiiiiiiiie e 40

VI



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1 Composicién lignoceluldsica del cacao CCN-51..........cccovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeiinnnn, 5
Tabla 2.1 DiSefio de eXPeriMENTOS .......ccuuuieeeiiiiiiie e ee e e e e e e e e e e e e ees e e eeeanens 12
Tabla 2.2 Variables controladas y no controladas durante el experimento.................... 13
Tabla 2.3 Nombres y marcas de los equipos utilizadosS .............coveiieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 13
Tabla 2.4 Condiciones de operacion del eqQUIPO ...........uuiiieiiiiiiii e 24
Tabla 2.5 Concentraciones del EStANar..............uuuuiiiiiiiiiiieiiieeeeeeii e 25
Tabla 3.1 Resultados del porcentaje de humedad..............coovvviiiiiiiiiiiiiiiece e, 28
Tabla 3.2 Resultados del contenido de CENIZAS. ..........oiiiiiieeeiiiiiiiieii e 29
Tabla 3.3 Resultados del contenido de holocelulosa............cccuuiiiiiiiiiiiiiiiiciiiie e 30
Tabla 3.4 Resultados del contenido de CelUlOSa..........coovviiiieiiiiiiiiiiiiii e 30
Tabla 3.5 Resultados del contenido de hemicelulosa..............cooovvviiiiiiiiiiineeeeeee, 30
Tabla 3.6 Resultados del contenido de lIgNiNa ............ccooviiiiiiiiiiiiiiiii e 30

Tabla 3.7 Resultados finales de la caracterizacion de la cascara de cacao CCN-51....31

Tabla 3.8 Hipotesis propuestas para el tratamiento............ccooeuvieiieereiiiiii e 35
Tabla 3.9 INformacion del fACtOr .........ccooii i 35
Tabla 3.10 ANAIISIS de VariaNZa ........cccceeeeiiiiiiiieecee e e e e e e e e 36
Tabla 3.11 Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias. ................. 36
Tabla 3.12 Pruebas individuales de FISNer..........cooo i 37
Tabla 3.13 Agrupacion de informacion utilizando el método de Tukey ..........cccoeeeeeeeens 38
Tabla 3.14 Puntos de la curva de calibracion ..., 40
Tabla 3.15 Porcentaje volumen a volumen de las muestras...........cccccceeveeeeeiiiinneeeeennns 41



11

CAPITULO 1
INTRODUCCION

Descripcion del problema

Los combustibles fosiles son considerados como la fuente principal
de energia debido a que satisfacen el 80% de la demanda del sector
industrial, logistico y eléctrico; esta alta demanda ha permitido que la
actividad de extraccion de petréleo genere grandes ingresos econdmicos
para muchos paises, incluyendo Ecuador; ya que segun reportes nuestro
pais exporta un aproximado de 30 millones de barriles de petréleo
anualmente. (eluniverso.com, 2020) Aunque estos combustibles fosiles
tienen una alta carga energética, han sido los principales responsables de
las emisiones de Gases de Efecto Invernadero (GEI), desencadenando en

lo que conocemos como calentamiento global.

Por tal razén, los cientificos siguen buscando nuevas materias
primas para la obtencion de biocombustibles, siendo los residuos
lignoceluldsicos los mas adecuados, ya que los residuos organicos en el
mundo oscilan en unos 155 billones de toneladas por afio. Por ejemplo, la
industria cervecera utiliza solo el 8% de los nutrientes del grano, mientras
gue la industria cafetera tiene un residual del 90.5% (ya que sdlo utiliza el
9.5% para preparar la bebida); todos estos residuos en la mayoria de los
casos terminan en depésitos de basura y luego se convertirdn en emisores
de gases de efecto invernadero como CHa, N20O y COz. (Cury R, Aguas M,
& Martinez M, 2017)

Segun registros durante los afios 2007 a 2012, en nuestro pais se
incrementd la exportacién de grano tostado y cascarilla de cacao en un
184%, posesionando a Ecuador como uno de los mayores productores y
exportadores de cacao a nivel mundial. (Llerena, Guevara, & Mora, 2019)
Por otro lado, esto ocasiona una alta generacion de desechos que podrian
ser reutilizados como materia prima para la obtencion de Biocombustibles
de Segunda Generacion. (Cury R, Aguas M, & Martinez M, 2017)



1.2

Esta biomasa, al ser voluminosa y mas dura en comparacion con
otros residuos agroindustriales de donde también se obtiene etanol
(cascara de naranja o pifia), demanda un aumento en los costos de
logistica y produccion. (Barazarte, Sangronis, & Unai, 2008) Por otro lado,
la cascara tiene un bajo porcentaje de celulosa en la composicién que va
desde el 4.59% al 27.04% segun el tipo de cacao utilizado, y adicional
posee una abundante cantidad de ligninay hemicelulosa, lo que finalmente
produce bajos rendimientos del proceso debido a la barrera que se forma
e impide la conversion de dicha celulosa en biocombustible. (Hernandez
J. S., 2019)

Ante esto, la mayor problematica es la metodologia actualmente
empleada que ha dado como resultado altos costos y bajos porcentajes
de rendimiento en la produccién de bioetanol, ya que en el proceso de
hidrolisis enzimatica se utiliza como reactivos a enzimas comerciales
costosas. Por esta razon, se desea proponer una nueva metodologia en
la que se mejore la conversién de la celulosa reemplazando a las enzimas
comerciales, para asi mejorar el rendimiento de produccion y rentabilidad

econdmica. (Suryanarayana & Yogendra, 2017)

Justificacién del problema

La ejecucion de este proyecto es de gran importancia, puesto que,
al no existir metodologias adecuadas para la obtencién de
biocombustibles, se seguira incrementando el uso de combustibles fosiles
gue generan grandes cantidades de GEI. Asi mismo, no se aprovecharian
los residuos lignocelulésicos agroindustriales, que por lo general no tienen
un tratamiento adecuado y terminan convirtiéndose en una fuente
importante de contaminacion; un ejemplo de ello es la Industria
Chocolatera, que solo utiliza para su produccion los granos de cacao
correspondientes a un 30% del total del fruto, ya que el otro 70%

corresponde a las cascaras y pulpa mucilaginosa. (Hernandez J. S., 2019)
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Es por ello que, es necesario buscar alternativas que permitan una
rentabilidad sostenible para la obtencion de Bioetanol de Segunda
Generacion, por lo que se plantea utilizar las cascaras de cacao como
materia prima, considerando que el Ecuador es el Cuarto Productor de
Cacao a Nivel Mundial (Coba, 2021) y por tanto genera alrededor de 225
400 toneladas por afio de residuos agricolas. (Hernandez J. S., 2019) Asi
mismo, se propone utilizar un hongo endogeno de la familia de los
Trichoderma spp para reemplazar a las enzimas comerciales en la etapa
de hidrdlisis enzimatica, que es donde el material celulésico se convierte
en azucares monomeéricos Unicamente mediante enzimas que degradan a

la celulosa y hemicelulosa. (Perales, 2015)

De esta manera, se conseguira el aprovechamiento de la biomasa
lignocelulésica como materia prima, que representa bajos costos de
produccion comparado al uso de cultivos feculentos. Ademas, los cultivos
feculentos no son tan eficientes energéticamente (Abril & Navarro, 2012)
y tampoco sustentables desde el punto de vista ético, ya que los granos o
semillas podrian ser direccionados a mas de 820 millones de personas
gque padecen de deficiencia alimenticia. (FAO, 2019) Por su parte, con el
hongo enddgeno se espera obtener mayores rendimientos de bioetanol, y
como consecuencia, incentivar a un mayor uso de las bioenergias en
nuestro pais, lo que no solo tendra un impacto positivo en el

medioambiente, sino que también aportara beneficios socioeconémicos.

Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Obtener bioetanol a partir de cascaras de cacao mediante hidrolisis
enzimatica del hongo Trichoderma ghanense, para la evaluacion de su

rendimiento como materia prima de biocombustibles.



1.3.2 Objetivos Especificos

1.4

e Determinar el porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina contenida en

la cascara de cacao, mediante un proceso de caracterizacion.

Realizar la hidrélisis enzimatica a diferentes concentraciones del hongo
Trichoderma ghanense, para la determinacién del valor 6ptimo.

Cuantificar el bioetanol producido por medio de un cromatdgrafo de gases,

para la determinacién del porcentaje de rendimiento volumétrico.

Marco Teorico

En el Ecuador existe una gran diversidad de vegetacion que es
utilizada para muchos fines, siendo el mas caracteristico el destinado a la
alimentacion. El problema esta cuando no se tiene una clara disposicion de
los residuos agroindustriales, haciendo que la contaminacion del suelo, aire
y agua se vean muy afectados. Con ello nace el concepto de las
biorrefinerias, que utilizan dichos residuos como materia prima para la
generacion de fuentes de energia renovables tales como los
biocombustibles (bioetanol, biogas y biodiesel). (Siglencia, Delgado,
Fausto, & Johanna, 2020)

Dicho esto, se puede analizar que el uso de biocombustibles es una
excelente alternativa para el reemplazo de combustibles fésiles, los cuales
actualmente constituyen la base energética y la principal materia prima de
la industria. Cabe recalcar que las biorrefinerias deben cumplir ciertos
objetivos de sostenibilidad ecoldgica, que son: i) las materias primas deben
provenir unicamente de biomasa procesada. ii) tanto los productos y
reactivos utilizados deben ser biodegradables vy iii) los procedimientos
deben basarse en los conceptos de Quimica Verde y Tecnologias Limpias.
(Wojtusik, 2019)

Adicionalmente, las biorrefinerias se pueden clasificar segun el tipo
de material base utilizado, sean estos azucares libres, cultivos ecologicos

4



0 energéticos, aceites de semillas, biomasa forestal y lignocelulésica. Para
este proyecto se utilizara la biomasa lignocelulésica como materia prima
del Biocombustible de Segunda Generacion, ya que para su obtencion no
se desvian los recursos alimenticios, sino que se utilizan restos agricolas
como bagazo de cafia o cascaras de frutas. La Unica desventaja es que se
libera mas cantidades de GEI, en comparacién a los Biocombustible de

Primera Generacion. (Perales, 2015)

1.4.1 Composicion de residuos lignoceluldsicos de cacao CCN-51

Esta biomasa lignocelulésica contiene ésteres extraibles,
proteinas, carbohidratos, celulosa, hemicelulosa, lignina y material
mineral; siendo entonces una fuente importante donde se almacena
energia, de hecho, segun un estudio de aprovechamiento energético se
logré determinar que esta energia representa unos 215 477 MJ. (Sanchez
J., 2013)

Tabla 1.1 Composicién lignocelulosica del cacao CCN-51 (Torres Y., 2016)

Porcentaje
Celulosa 27.04%
Hemicelulosa 2.97%
Lignina 45.39%

Nota: Estos valores son aproximados, ya que dependen de la zona y del tiempo del cultivo de la

mazorca de cacao.

Tanto la celulosa, hemicelulosa y lignina estan organizadas en
microfibras que regulan la pared celular vegetal. (Perales, 2015) Asi
mismo, la celulosa es un biopolimero que tiene como estructura a la
celobiosa unida por enlaces de hidrogenos intramoleculares que le dan un
aspecto cristalino e influyen en la morfologia, rigidez y resistencia de la
pared vegetal. La hemicelulosa en cambio tiene como estructura
carbohidratos formados por distintos polimeros, tales como las pentosas,

hexosas y acido urénicos.



Es importante aclarar que, a diferencia de la celulosa, la
hemicelulosa no siempre tiene la misma estructura y composicion, por lo
gue algunos microorganismos no son capaces de metabolizar los
azucares para convertirlos en etanol. Por ultimo, la lignina es un
heteropolimero amorfo que esta formado por alcoholes aromaticos, los
cuales brindan soporte, rigidez e impermeabilidad a los polisacaridos

estructurales tales como la celulosa y hemicelulosa. (Perales, 2015)

1.4.2 Hongo Trichoderma spp.

Este género de hongo comunmente se encuentra en el suelo y
materia vegetal en descomposicién. (Kubicek & E, 2002, pags. 3,4) La
investigacion de estos microorganismos ha permitido avances en la
ciencia y un amplio impacto positivo en la humanidad, ya que debido a su
naturaleza y alta competitividad son usados como controladores
biolégicos, productores de enzimas para tratamientos de diferentes tipos

de biomasas, entre otras aplicaciones. (Sreepat & Emma, 2013, pag. 1)

El Trichoderma es un hongo anaerobico que tiene un mayor
desarrollo en suelos con un pH entre (3 — 6) y a un rango de temperatura
entre (25 — 30°C). Es capaz de segregar enzimas gue son usadas para la
degradacion de una amplia variedad de biomasas que a su vez contienen
celulasa, hemicelulasa y quitinasa; una vez que dicho material se
degrada, lo convierte en monémeros o azlUcares mas simples como la

hexosa, glucosa y pentosa. (Hernandez, Ferrera, & Alarcon, 2019)

Por otro lado, tiene una taxonomia complicada ya que se basa en
caracteristicas morfolégicas (fig. 1.1), en la cual existe una amplia
variedad de 27 especies conocidas y otras aun en estudio. (Ruiz, 2017)
El Trichoderma ghanense es un tipo de Trichoderma spp muy particular
para este proceso, ya que tiene como funcién la actividad de la hidroxilasa
para unirse a la celulosa y posteriormente la hidrolificacion de compuestos
de O-glicosil. (Consortium, 2018)



Figura 1.1 Taxonomia del hongo Trichoderma ghanense (Love Your Planet, s.f.)
1.4.3Bioetanol mediante la conversién de la biomasa lignocelulésica

Para llegar a una conversion total del material lignocelulésico a
biocombustible se llevan a cabo tres etapas importantes que son:
Pretratamiento, Hidrdlisis de la celulosa y Fermentacion.

1.4.3.1 Pretratamiento

Segun su naturaleza existen pretratamientos fisicos, quimicos,
fisicoquimicos y biologicos. Entre los pretratamientos quimicos
existen tres tipos: Alcalino, Acido y Oxidativo. La funcién principal de
este pretratamiento es romper la barrera de la lignina que impide la
accesibilidad de las enzimas a la celulosa y hemicelulosa,
transformando la estructura y tamafio de la biomasa para facilitar el

proceso de hidrolisis. (Perales, 2015)

En el pretratamiento alcalino se utilizan bases como el
hidroxido de sodio, con el propésito de que la biomasa se hinche y
sea mas accesible para las enzimas; las dos reacciones efectuadas
durante el proceso son solvatacion y saponificacién. Cabe recalcar

gue con este pretratamiento se solubilizan la hemicelulosa y parte de
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1.4.3.2

la lignina, mientras que la celulosa cambia su estructura a una mas
estable termodindmicamente. La desventaja es que se pierden
azucares fermentables y se produce en muchas ocasiones

compuestos inhibitorios. (Quintero & Cardona, 2009)

Por otro lado, en el pretratamiento acido se usan &cidos
diluidos o concentrados para solubilizar la hemicelulosa y tener mayor
accesibilidad a la celulosa, haciendo que la lignina se condense y
precipite rapidamente. Ademas, es mejor utilizar acidos diluidos en
vez de los concentrados, puesto que las reacciones secundarias

pueden ser eliminadas mas facilmente. (Quintero & Cardona, 2009)

Finalmente, en el pretratamiento oxidativo se agrega una
sustancia oxidante a la biomasa tal como el peroxido de hidrogeno o
acido peracético, el cual se suspende en agua. En este proceso se
llevan a cabo varias reacciones como la sustitucion electrolitica,
desplazamiento de cadenas laterales o rompimiento de enlaces alquil
aril éter, lo que provoca que una gran cantidad de azucares se pierda
y se formen compuestos solubles de la lignina (posibles inhibidores).
Sin embargo, variando ciertas condiciones como la temperatura y pH
se puede obtener buenos resultados, por lo que sirve también para la

deslignificacién de la biomasa. (Quintero & Cardona, 2009)

Hidroélisis enzimética

Se le llama asi al proceso de sacarificacion o conversion de
polisacaridos a azucares monomeéricos, mediante enzimas celulasas
producidas por distintos microorganismos aerobios o0 anaerobios.
Estos pueden ser algunas bacterias u hongos filamentosos como el
Trichoderma spp, que es idoneo porque produce celulasas y degrada
la celulosa nativa a través de las enzimas que secreta (endo-B-1,4-
glucanasa, exo- B-1,4-glucanasa y [-1,4-glucosidasa). (Perales,
2015)

(CeH1005)n + N H20 > CeH1206  (1.1)
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1.4.3.3 Fermentacién alcohdlica

Es un proceso bioldgico anaerobio en el que se produce alcohol
y gas carbonico como productos finales, (Perales, 2015) se utilizan
microorganismos como las levaduras que tienen ciertas ventajas tales
como una alta productividad, facil separacién post fermentacion y
poca inhibicion. Algunas de las levaduras que se utilizan para el
proceso de fermentacion son Saccharomyces (cerevisiae,
carisbergensis, rouxii), Kluyveromyces (fragilis, lactis) y Candida utilis,
de ellas la S. cerevisiae es muy eficiente, puesto que tiene una gran
afinidad con los sustratos de glucosa, fructosa, galactosa, maltosa,
maltotriosa y Xilulosa presentes en la biomasa lignocelulésica.
(Sanchez N. , 2018)

La reaccion producida es exotérmica, que a su vez también va
acompafnada con la liberacion de ATP y moléculas organicas de
energia liberadas durante la fermentacion, las cuales sirven para la

supervivencia de los microrganismos. (Valenzuela, 2012)

CsH1206 > 2 C2HsOH + 2 CO2 + Energia (1.2)

1.4.4 Caracterizacion del etanol

1.4.4.1 Cromatografia de gases (CG)

Es una técnica que permite identificar cantidades existentes de
diferentes compuestos en una solucion, esta técnica se emplea
especificamente a muestras que son volatiles o poco volatiles, ya que
para su funcionamiento se necesita volatilizar la muestra mediante el
flujo de un gas inerte para luego ser transportada a través de la
columna. (Ozores, s.f.) Finalmente, existen dos tipos de
cromatografia: Cromatografia de gas solido (CGS) y Cromatografia
de gas liquido (CGL); siendo la CGL la mas usada para los gases, en

la que se utiliza como fase estacionaria un liquido inmovilizado sobre
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1.4.4.2

un soporte sdlido inerte; mientras que la CGS se la aplica mayormente

a moléculas polares. (Barquero, 2006, pag. 1)

Andlisis Estadistico

Se emplearan tres métodos estadisticos para analizar los
resultados cuantitativos del bioetanol producido. Estos son:

e Andlisis de la Varianza (ANOVA), que permite comparar las
medias de dos o mas poblaciones para determinar si son iguales o
por lo menos una de ellas difiere, para ello se fija una variable de
respuesta y se establece al menos un factor con dos o mas niveles.
Asi mismo, se necesitan datos que sigan una distribucion normal y

varianzas iguales entre los niveles. (Soporte de Minitab ® 18, 2019)

e Test estadistico F, es un “cociente entre dos cantidades, que
se espera sean aproximadamente iguales bajo la hipotesis nula”. (El
Blog de Minitab, 2019) Al tener muestras aleatorias de un mismo
tamafio con el mismo ANOVA, se puede obtener una distribucion de
muestreo con los diferentes valores F obtenidos. La formula

correspondiente es:

SCR

_ 'k
F=—F (1.3)

n—k—1
Donde SCR = Suma de cuadrados de la regresion
SCE = Suma de cuadrados de los residuos

n = NUmero total de observaciones en la muestra
k = Grados de libertad (Marco, 2018)

e Prueba de Tukey, que se la utiliza para “comparar las medias
individuales provenientes de un andlisis de varianza de varias
muestras”. (Cajal, 2020)
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En el caso que se hayan aplicado distintos procedimientos a un
igual niumero de muestras, o que se necesita es discernir si los
resultados son distintos o no de manera significativa. Aqui se utiliza

esta féormula:

wea |5

Donde el factor q se obtiene de unatabla, el factor MSE se saca
de un andlisis de varianza, y el factor r significa el nimero de

repeticiones. (Cajal, 2020)
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2.1

CAPITULO 2

METODOLOGIA

Disefio Experimental

Este proyecto se desarroll6 experimentalmente, basandose en una
investigacion previa de fuentes de literatura cientifica. Por estos medios se
reunio algunas condiciones y datos importantes de las diferentes etapas del
proceso, identificando asi la variable independiente principal. Ademas,
también se determind que la unién de la hidrdlisis enzimatica con el proceso

de fermentacion, mejorarian el rendimiento cuantitativo del bioetanol.

Para este proyecto se defini6 un Disefio Completamente
Aleatorizado (DCA) de tipo comparativo, que consta de un solo factor o
variable independiente, la cual se designé como la concentracion del hongo
(Ci); y una variable dependiente o variable de respuesta que es el volumen
de bioetanol obtenido. El factor independiente esta compuesto a su vez de
tres niveles o tres diferentes concentraciones empleadas (ver tabla 2.1), de
las cuales se realiz6 tres repeticiones de cada nivel obteniendo un total de

nueve réplicas.

Tabla 2.1 Disefio de experimentos

Factor Niveles Repeticiones

C1=0 esporas/mL Ci2

Ci C»>=1x107 esporas/mL C22

C3=1x10° esporas/mL Ca2

Elaboracién propia
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Por ultimo, existen factores externos que se pudieron controlar tales
como el pH, humedad de la biomasa, tiempo de duracién del proceso de
hidrélisis y fermentacion; al igual que otros factores incontrolables como la

temperatura del ambiente.

Tabla 2.2 Variables controladas y no controladas durante el experimento

Etapa Parametro Valor
Temperatura 120°C
Pretratamiento alcalino
pH 4.5
. Humedad 70 %
Variables
Tiempo 11 dias
controladas Hidrolisis Enzimatica P
Volumen de
. 10 mL
in6culo
y Tiempo 4 dias
Fermentacion
Variables no
Temperatura 25— 30°C
controladas

Elaboracién propia

2.2 Equipos

Tabla 2.3 Nombres y marcas de los equipos utilizados

Balanza Analitica Marca RADWAG, modelo AS220R2

Estufa Marca Memmert

Mufla Marca Brandsteas Thermolyne

Bafio Maria Marca Memmert

Centrifuga Marca BIOBASE

Bomba de vacio Marca GAST

Microscopio Marca Zeiss, modelo Axioskop 2 Plus

Autoclave Marca BKQ-B100 (II)

pH-metro Marca Thermo SCIENTIFIC, modelo Orion Star A211
Cromatografo de Gases Marca Thermo SCIENTIFIC, modelo Trace CG ultra
Columna Capilar Marca Agilent Technologies, modelo DB - FFAP
Agitador Magnético Marca ColeParmer

Micropipeta 100 — 1000 pL Marca Thermo SCIENTIFIC, modelo FINNPIPETTE F1

Elaboracién propia
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2.3

2.4

2.5

Muestra o Poblacién

Las cascaras fueron recolectadas en la Finca “La Ernestina” del
canton Buena Fe provincia de Los Rios, resultado de la cosecha de los

granos de cacao especie CCN-51 durante los meses de abril y mayo.

Figura 2.1 Cacao especie CCN-51 (And6nimo, 2019)

Preparacion de la muestra

Esta biomasa fue sometida a un proceso de secado al ambiente para
luego triturarla, ya que es necesario disminuir su tamafio y aumentar la
superficie de contacto para todos los tratamientos realizados durante el
experimento. Para la separacion del tamafio de particula se utiliz6 una

malla #18 marca USA Standard Test Sieve de 1 mm de porosidad.

Caracterizacion de la biomasa

La caracterizacion se la realizo siguiendo los procedimientos de la
AOAC Internacional para determinar el porcentaje de humedad, cenizas,
hemicelulosa, celulosay lignina. Es importante recalcar, que para cada uno
de los ensayos que implicaron secado de la biomasa, el crisol se lo ingreso
a la estufa sin tapa hasta alcanzar un peso constante. Todos los ensayos

se realizaron por triplicado.
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2.5.1Determinacién de contenido de humedad

Se peso 1 g de muestra y se colocé en crisoles previamente secos,
en una estufa precalentada a una temperatura de 105°C se colocaron los
crisoles y se los dejo a esa temperatura durante 3 horas. Transcurrido ese
tiempo se saco los crisoles y se los colocé en un desecador para que
enfrien, procediendo Iluego a pesarlos y anotar los valores

correspondientes.

Figura 2.2 Cascara de cacao seca

Se colocé nuevamente la muestra en la estufa por 1 hora, y se
repitio el proceso hasta que el peso fue constante, este procedimiento se
lo realizé de acuerdo con AOAC (1991) N° 943.01. (Soderberg) Con el
peso obtenido se procedi6 a calcular la humedad mediante la férmula 2.1.

Wiz Wo,100 (2.1)
w;

%Humedad =

2.5.2Determinacién del contenido de cenizas

Segun las normas AOAC (1965) N° 930.05, se inici6 precalentando
la mufla a una temperatura de 540°C, en la que luego se introdujo las
muestras del proceso anterior, cuya humedad ya habia sido determinada.
Posteriormente, se las dejé por un tiempo de 5 horas para después

colocarlas en un desecador, finalizando con el pesado de los crisoles.
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Seguidamente se introdujo las muestras en la mufla por una hora
mas, y se repitid el proceso hasta que se obtuvo un peso constante.
(International, 1990, pag. 40)

Figura 2.3 Cenizas de la cascara de cacao

El peso final se reemplazo en la siguiente formula:

%Cenizas = leoo (2.2)

4

2.5.3Determinacién de la holocelulosa

En un vaso de precipitado se prepara una disolucién de 1 g de
Clorito de Sodio en 150 mL de agua destilada y 0.2 mL de Acido Acético
glacial. Luego se le agrega 6 g de muestra y se la lleva a bafio maria a
una temperatura de 75°C durante aproximadamente una hora; cabe
recalcar que el proceso de reaccién termina cuando existe cambio de
color de café a un color blanquecino, caso contrario, repetir el proceso

durante las veces que sea necesario.

Una vez alcanzado el blanqueamiento de la muestra se procedi6 a
realizar en un bafio de hielo a 10°C, seguido por una centrifugacion a la
misma temperatura y a 3500 rpm durante 15 minutos. El liquido
sobrenadante se desechay se lava el solido con agua destilada, mediante

un sistema de filtrado al vacio.

16



Para obtener el peso final la muestra tratada se coloca en un crisol,
y luego en una estufa a una temperatura de 105°C durante 4 horas.
Después se lo coloco en un desecador para enfriarlo y evitar que adquiera
humedad del medio ambiente, posteriormente se lo peso. Este proceso
se repite hasta que no haya variacién en el peso; una vez obtenido dicho

valor, se lo reemplaza en la siguiente férmula:

%Holocelulosa = %xlOO (2.3)

2.5.4Determinacién del contenido de celulosa

Se pesé en una balanza 2 g de holocelulosa obtenida y se le agreg6
10 mL NaOH al 17.5%, dejando reposar por un periodo de 5 minutos. Una
vez transcurrido este tiempo se agregd nuevamente 5 mL de NaOH al
17.5%, dejando reaccionar por 30 minutos; finalmente se agregé 30 mL
de agua destilada y se dejo reposar durante una hora, para después
realizar un lavado con agua destilada y NaOH al 17.5% en una proporcion

(30:25), para esto se utiliza un sistema de filtrado al vacio. (Pinos, 2019)

Figura 2.4 Celulosa de la cascara de cacao

Luego se le agrega a la muestra 5 mL de Acido Acético al 10%, y
se lo deja reposar por 3 minutos para después lavar con agua destilada y
secarlo en una estufa a 105°C por 12 horas. Finalmente, se vuelve a secar
hasta obtener un peso constante y este valor se lo reemplaza en la férmula
(2.4).

% Celulosa = %xwo (2.4)
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2.5.5Determinacién de la hemicelulosa

El porcentaje de hemicelulosa se lo determina mediante la

siguiente formula:

% Hemicelulosa = % Holocelulosa — % Celulosa (2.5)

2.5.6 Determinacion del contenido de Lignina

A 1 g de muestra se le agregd 15 mL de H2S0O4 al 72% en agitacion
constantemente por una hora, luego se le afadi6 125 mL de agua
destilada y se somete la muestra a un reflujo de 4 horas. Por medio de

una filtracién al vacio se lavé la muestra con agua destilada caliente.

Figura 2.5 Lignina de la cascara de cacao
Finalmente se procedi6 a secar colocando la muestra en una estufa
durante 3 horas a una temperatura de 105°C, desecar y pesar de acuerdo
con la norma AOAC (1965) N° 932.01. Se repite el proceso hasta que no

haya una variacion considerable en el peso. (International, 1990, pag. 60)

El valor del peso final se reemplazé en la siguiente férmula:

%Lignina = %xlOO (2.6)
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2.6 Procedimiento parala obtencion del bioetanol

Para la produccién de bioetanol se sigui6 dos tipos de
procedimientos, bioldgicos y quimicos; estos procedimientos se los realizé
a las condiciones de operacion extraidas de fuentes bibliograficas y se

procedié segun el diagrama de bloque (Fig 2.6).

Materia Prima
(Biomasa)

Pretratamient0 | g——— NaOH al 3%
alcalino

Semillas de

Trichoderma ——| Sembrado Hidrolisis
Ghannense del hongo enzimética

Saccharomyces

Fermentacion o
Cerevisiae

|

Etanoal

Figura 2.6 Diagrama de bloque del proceso de produccién de etanol (Elaboracion propia)
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2.6.1Siembra del hongo Trichoderma ghanense

Se utiliza como medio de cultivo el Agar Papa Dextrosa (PDA),
(Michel, Otero, & Marinez, 2008) en donde se inoculan las esporas de
Trichoderma ghanense anteriormente recolectadas de un cultivo de cacao
que fueron proporcionadas por el Centro de Investigaciones
Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE). La cepa del hongo se coloca en el
centro de la caja Petri previamente adecuada con el PDA, luego se sella
herméticamente con papel Parafilm y finalmente se la coloca en una
incubadora a una temperatura de 27°C. El proceso de crecimiento es de
8 dias. (Vallejo, 2014)

Figura 2.7 Cultivo de Trichoderma ghanense

2.6.2 Pretratamiento alcalino

El pretratamiento se lo realiza con la finalidad de desprender la
lignina de la biomasa, y mejorar el acceso a la celulosa y hemicelulosa
para el proceso de hidrdlisis enzimética y posterior fermentacion;
mediante estudios realizados se logr6é probar que la hidrélisis alcalina
permite un mayor porcentaje de rendimiento de etanol al finalizar el
proceso. (Pinos, 2019)

Primero se tamiz6 la muestra en una malla # 18 de 1 mm de
porosidad y se prepard una solucion de NaOH al 3%. Para obtener una

muestra final de 50 g se peso 100 g de biomasa, a esta biomasa se le
20



agrego 750 mL de NaOH y posteriormente con la ayuda de una estufa se

sometio el proceso a una temperatura de 120°C durante 1 hora y media.

Transcurrido el tiempo se procedié a enfriar, filtrar y lavar con
abundante agua destilada y HCI diluido hasta alcanzar un pH de 4.5, el
cual es necesario para el posterior crecimiento del hongo. La muestra
tratada se la sec6 en una estufa a 75°C y se la retir6 luego de 48 horas

de secado.

2.6.3Hidroélisis enzimética

2.6.3.1  Preparacion de disoluciéon de conidios Trichoderma ghanense

Con agua destilada se realiza un lavado de las esporas del hongo
cultivado en la caja Petri, y de esta solucion madre se toma una alicuota
de 1 mL para luego enrazar hasta un volumen de 10 mL; se continuo
con la dilucion hasta llegar a contar 1x10’ esporas/mL y 1x10°

esporas/mL en la camara de Neubauer.

Para el conteo de esporas se toma una gota de la Ultima
disolucién realizada, cuidando colocar la gota en la zona central entre
los dos hemisferios de la camara, luego se colocé un cubre objetos
evitando que se formen burbujas internas y con la ayuda de un

microscopio se realiz6 el conteo.

El conteo debe realizarse de izquierda a derecha, comenzando
por el primer cuadrado ubicado en la parte superior izquierda de la
camara de Neubauer y se mantiene el mismo orden hasta terminar el
conteo total de la fila; cuando se finaliza se baja hasta la segunda fila
comenzando de derecha a izquierda y asi sucesivamente hasta llegar al

altimo cubiculo. (Vallejo, 2014)
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2.6.3.2 Inoculacion del hongo en la biomasa

Se pesan 50 g de muestra y se la coloca en un matraz, para luego
introducirla en una autoclave, una vez finalizado el proceso de
esterilizacion se le aflade agua destilada hasta llegar a una humedad de
70%. Luego, en la inoculacién se le agrega 10 mL de esporas a

diferentes concentraciones (ver tabla 2.1) y se procede a rotular.

A continuacion, se utilizé un tapdn de algodon para facilitar el paso
de Og2; teniendo en consideracion que este tapon es ideal para el
crecimiento del hongo, ya que propicia un ambiente aerdbico mientras
evita el ingreso de agentes externos. Se agit6 la muestra con el propdsito
de que las esporas queden regadas de manera uniforme en toda la
muestra, y se conservé a temperatura ambiente y un periodo alterno de
luz/oscuridad, donde los primeros 6 dias se lo dej6 en un ambiente de
luz natural y los siguientes 5 dias en oscuridad (tiempo total de 11 dias).
(Garcia, Mamani, Chavez, & Alvarez, 2016)

Figura 2.8 Biomasa a los 8 dias de inoculacién
Finalmente, las muestras se las llevo a la autoclave para eliminar

el hongo que crecié durante ese tiempo y asi evitar la competencia

microbiana en el proceso final de fermentacion.
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2.6.4Fermentacion

Para el proceso de fermentacion se utilizo la levadura de tipo
Saccharomyces cerevisiae, ya que es muy eficaz para la produccion de
alcohol debido a su gran capacidad fermentativa. (Angulo, 2017) Primero
se realizo el proceso de activacion de la levadura; para esto se pesé 0.5
g de azlcar y 15 g de levadura para luego disolverlos en 75 mL de agua
destilada previamente hervida y enfriada hasta alcanzar una temperatura
de 28°C, se dejo reposar por 20 minutos. Una vez activada la levadura se

agrego agua destilada estéril hasta llegar a 250 mL.

La solucion preparada de levadura se la incorpord al biorreactor
gue contenia los 50 g de muestra autoclavada, y seguidamente se sell6
el matraz para evitar la interaccion con el ambiente (proceso anaerdbico);
ademas se permite el desfogue de CO2 mediante una manguera de purga
gue esta acoplada al tapon, el terminal de esta manguera se sumerge en

un vaso de agua destilada para recolectar dicho gas durante el proceso.

La fermentacién se llevd a cabo durante un periodo de 4 dias, a
condiciones de opacidad para favorecer el proceso y temperatura
ambiente de aproximadamente 25°C. (Angulo, 2017) Una vez finalizado
el proceso se filtré y se reservé el liquido en tubos de ensayo, con el fin
de que la levadura sedimente y se pueda analizar el liquido sobrenadante

en el cromatografo de gases.

Figura 2.9 Biorreactor
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2.7 Cuantificacion del bioetanol

2.7.1Cromatdgrafo de gases

La cuantificaciébn de etanol se la realiz6 por medio de un
analisis en un cromatografo de gases marca Thermo SCIENTIFIC con
inyector automatizado, a la cual se le incorporé una columna de alta
polaridad necesaria para este analisis y se operé bajo condiciones
establecidas (ver tabla 2.4).

Tabla 2.4 Condiciones de operacion del equipo

Fase estacionaria Polietilenglicol modificado con Acido
Nitrorreftalico (PEG)
Dimensién de la columna 60 m: 0.25 mm: 0.25 um
(Longitud: Didmetro Interno: Espesor)
Fase movil He
Flujo del gas 2 mL/min
Temperatura del inyector 180°C
Modo de Inyeccion Split
Temperatura de columna 250°C
Volumen de inyeccion 1puL
Tiempo de retencién 4.18 min
Tiempo de analisis 14 min

Elaboracién propia

El tipo de cromatografia que se empled fue la de gas-liquido,
ya que la sustancia al ingresar pasa por un proceso de vaporizacion, y
mediante las polaridades del compuesto y fase estacionaria, puede ser
detectada en el cromatdgrafo. Finalmente da como resultado picos con
areas determinadas, y con base en esos datos se procede a calcular la

concentracion de etanol (%v/v).
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Figura 2.10 Cromatégrafo de gases con inyector automatizado

2.7.2Preparacién de concentraciones

2721 Curva de calibrado

En matraces volumétricos de 100 mL se transfirio una alicuota
de etanol absoluto que fue tomada con la ayuda de una pipeta
electronica y se enrazd con agua tipo 1 hasta alcanzar las diferentes
concentraciones descritas en la tabla 2.3. De dichas soluciones se
transfirieron 1.5 mL a un vial, para posteriormente ser inyectado y
analizado en el Cromatdgrafo de Gases y poder construir la curva de
calibrado.

Tabla 2.5 Concentraciones del Estandar

%(v/Vv) Etanol (mL) Agua (mL)
0 0 100
0.1 0.1 99.9
0.3 0.3 99.7
0.5 0.5 99.5
0.7 0.7 99.3
0.9 0.9 99.1

Elaboracién propia
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2.7.2.2 Andlisis de la muestra

Debido a que el liquido resultante del fermentado era una mezcla
heterogénea, se sometié a un proceso de centrifugacién durante 30
minutos y a 3500 rpm con el fin de sedimentar los sélidos, finalmente
con la ayuda de una jeringa de 3 mL y un filtro de 0.45 pm se logré
eliminar la mayor parte de soélidos suspendidos y asi evitar que se

obstruya la columna de andlisis.

Por dltimo, el liquido de cada una de las 9 muestras obtenidas
fue colocado en viales de 1.5 mL y correctamente rotulados para su

analisis en el cromatégrafo.

2.7.2.3 Calculo de las concentraciones de etanol

2.8

La concentracion de etanol se calculé mediante la siguiente

ecuacioén de la recta proveniente de la curva de calibracion:

y=ax+b (2.7)
Donde:
y= area del pico emitido por el cromatdgrafo
Xx= concentracion de etanol (%v/v)
a= pendiente de la recta

b= interseccién con la ordenada.
Tratamiento estadistico de los resultados

Los datos obtenidos en el Cromatografo de Gases se procesaron en
el software Minitab 20, que una herramienta muy utilizada para analisis
estadistico de datos. En el disefio de experimento se designé como variable
dependiente la concentracion de hongo Trichoderma ghanense y por medio
de un andlisis estadistico se espera analizar qué concentracion influye mas

en el volumen de etanol obtenido en el proceso de la fermentacion.
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2.8.1 ANOVA de un factor

Se realiz6 una tabla de andlisis de varianza (ANOVA) de una sola
via 0 un solo factor con 3 niveles, en el cual se estableci6 un intervalo de
confianza del 95% y un tipo de intervalo de confianza bilateral, esto con el
objetivo de medir el nivel de las diferencias o varianzas entre las medias
de las muestras y aceptar o rechazar la hip6tesis nula. La hipotesis nula 'y

alterna se muestra a continuacion:

Ho = La cantidad de bioetanol obtenido sera el mismo usando cualquier
concentracion del hongo en la hidrolisis enzimatica.
H1 = La cantidad de bioetanol variara de acuerdo con la concentracién del

hongo en la hidroélisis enzimatica.

2.8.2 Estadistico F

Mediante un estadistico de prueba se analiz6 la variabilidad que
hay entre cada nivel y si se tiene un efecto de la variable analizada sobre

la variable de respuesta.

Mediante la comparacién del valor critico (Anexo 1.) y el valor de F,
se puede aceptar o rechazar la hipétesis nula en el que se determind un

intervalo de confianza de 0.05.

2.8.3Prueba de Tukey

En la prueba Tukey se realiz6 una comparacion de cada uno de los
tratamientos, y se determind la diferencia significativa en cada

combinacion.
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3.1

CAPITULO 3
RESULTADOS Y ANALISIS

Caracterizacion de la biomasa

A partir de la metodologia antes mencionada se determind el
contenido de humedad, cenizas, celulosa, hemicelulosa y lignina;

obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 3.1 Resultados del porcentaje de humedad

Réplica
1 2 3
Peso crisol + muestra humeda 35.9151 31.7865 33.4882
Peso crisol + muestra seca 35.8012 31.6734 33.3741
Masa inicial 1.0199 1.0202 1.0202
Humedad 11.17% 11.09% 11.18%

De forma general se prefiere que la biomasa no tenga un alto
porcentaje de humedad, ya que esto inhibe mayormente el crecimiento de
los hongos. (Torres M. , 2019) Los valores de la Tabla 3.1 se determinaron
mediante el calculo de humedad en base seca, obteniendo una humedad
promedio del 11.15%, que se encuentra en el rango de 6.4 - 14.1% dado
por (Campos, Nieto, & Dave, 2018) y ademas se asemeja al valor de
10.50% obtenido por (Chun, Husseinsyah, & Ming, 2016).

Una de las razones por las que existen variaciones en los valores se
debe a las condiciones y metodologia utilizadas en el procedimiento,
cambiando generalmente la temperatura y tiempo de secado. Por ejemplo,
se puede trabajar a 60°C por 48 horas, (Sanchez Y. , 2018) a 80°C por 5
horas, (Carrillo & Jonathan, 2015) o a 105°C por 3 horas como es en
nuestro caso. Finalmente, el porcentaje de humedad representa el
contenido de agua por cada kilogramo de materia seca, y este también
difiere del grado de maduracion de la planta o del tipo de cacao, ya que,

por lo general, cuando se trata de un cacao maduro los porcentajes de



humedad aumentan, (Torres M. , 2019, pag. 76) y asi mismo difiere, si se
trata del tipo de Cacao Fino de Aroma (CFA) comparado con el cacao de
variedad CCN-51.

Tabla 3.2 Resultados del contenido de cenizas

Réplica
1 2 3
Peso del crisol 34.9040 31.7749 32.4874
Muestra 1.0130 1.0021 1.0192
Peso crisol + muestra 35.9170 32.7770 33.5066
Peso crisol + muestra calcinada 35.0162 31.8792 32.596
% Cenizas 11.08% 10.41% 10.66%

Para el andlisis del contenido de cenizas de la Tabla 3.2 se
obtuvo un valor promedio de 10.72%, el cual representa la cantidad de
materia sélida que no se combustion6 a altas temperaturas por cada
kilogramo de biomasa. (Carrillo & Jonathan, 2015) Este valor esta dentro
del rango de 5.8 - 13% dado por (Campos, Nieto, & Dave, 2018), y
comparado con otros tipos como cascara de Cacao Fino de Aroma (8.33%),
cascarilla de Cacao Fino de Aroma (9.00%) y cascarilla de la variedad
CCN-51 (8.73%) (Jessica, 2018) aumenta su valor levemente.

Por otro lado, las cenizas también brindan informacion sobre los
diferentes minerales presentes en la biomasa; en la que, para las cenizas
volétiles de la lignina, que es un componente de la cascara de cacao, se
han podido encontrar algunos minerales en diferentes proporciones tales
como: 3.2% SiO2, 0.06% CI, 0.3% SOs, 0.3% Al203, 0.3% Fe203, 1.1%
P20s, 44.8% CaO, 5.6% MgO y 3.3% (Na,K)20. (Centro de Estudios y
Experimentacién de Obras Publicas (CEDEX), 2014)
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Tabla 3.3 Resultados del contenido de holocelulosa

Réplica
1 2 3
Muestra inicial (g) 6.0018 6.0118 6.0201
Muestra final (g) 1.9192 1.9101 1.9150
% Holocelulosa 31.98% 31.77% 31.81%
Tabla 3.4 Resultados del contenido de celulosa
Réplica
1 2 3
Muestra inicial (g) 2.0059 2.0092 2.0050
Muestra final (g) 0.5365 0.5302 0.5169
% Celulosa 26.75% 26.39% 25.78%
Tabla 3.5 Resultados del contenido de hemicelulosa
Réplica
1 2 3
%Holocelulosa 31.98% 31.77% 31.81%
%Celulosa 26.75% 25.78% 26.39%
% Hemicelulosa 5.23% 5.99% 5.42%
Tabla 3.6 Resultados del contenido de lignina
Réplica
1 2 3
Muestra inicial (g) 1.0189 1.0245 1.0211
Muestra final (g) 0.2881 0.2853 0.2995
% Holocelulosa 28.28% 27.85% 29.33%

A continuacion, también se determind el contenido de celulosa,
hemicelulosa y lignina segun las Tablas 3.4, 3.5 y 3.6, aqui se obtuvo
valores promedios del 26.3%, 5.55% y 28.49% respectivamente, los que a
su vez tiene una gran similitud comparado a los valores tedricos de
referencia de (Chun, Husseinsyah, & Ming, 2016) que son 26.38%, 8.72%
y 24.24%.
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Los resultados indican que existe un ligero aumento en el contenido
de lignina comparado al de celulosa, habiendo mayores limitaciones en el
pretratamiento para disociar la matriz celulosa-lignina, ya que presenta una
mayor dificultad en la disminucion de la cristalinidad de la celulosa, y como
consecuencia hace que también se disminuya la porosidad. Esto a su vez
desencadena en una disminucién de la conversion de polisacaridos a
azucares monomericos en la etapa de fermentacion, y, por ende, un menor
volumen de bioetanol obtenido al finalizar el proceso. (Arellano, 2015, péag.
21)

Cabe destacar que estos tres ultimos paradmetros son los que mayor
importancia tienen en el presente proyecto, ya que lo ideal seria tener una
biomasa con mayor contenido de celulosa y menor porcentaje de
hemicelulosa y lignina. (Loayza, 2020) En este proyecto también se
determind un porcentaje de hemicelulosa menor al tedrico esperado, y se

lo calculo a partir del contenido de holocelulosa de la Tabla 3.3.

Consecuentemente, hay que tomar en consideracién que estas
variaciones en los valores se dan por diversas razones, tales como la
variedad del tipo de cacao, el tiempo de cosecha y clima presente,

procedimiento o método de andlisis empleado, entre otros. (Loayza, 2020)

Tabla 3.7 Resultados finales de |la caracterizacion de la cascara de cacao CCN-51

. Desviacion Coeficiente
Media . T

estandar de variacion
% Humedad 11.15% 0.05 0.45%
% Cenizas 10.71% 0.34 3.17%
%Celulosa 26.31% 0.49 1.86%
%Hemicelulosa 5.55% 0.40 7.21%
%Lignina 28.48% 0.76 2.67%
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3.2

Por ultimo, la Tabla 3.7 nos indica los resultados finales del proceso
de caracterizacion, con sus respectivos valores de desviacion estandar y
coeficiente de variacion de cada parametro. Para el contenido de humedad
(%) se determin6 un valor de 11.15+ 0.05 en la que se analizan las tres
réplicas realizadas; para este caso dos valores cayeron en ese rango (el
66.67% de la poblacion), por lo que se cumple el teorema de Chebyshev
que dice que “aproximadamente el 68% de los valores de la poblacion, cae

dentro de + 1 desviacion estandar a partir de la media”. (Gutierrez, 2015,

pag. 6)

Del mismo modo, para el contenido de cenizas se tiene un valor de
10.71+ 0.34; en el que analizando las tres réplicas se pudo determinar que
dos valores caen en ese rango, por lo que también se cumple con el
teorema de Chebyshev. A continuacion, analizando las medias de celulosa,
hemicelulosa y lignina que fueron 26.31+ 0.49, 5.55+ 0.40 y 28.48+ 0.76
respectivamente; también se pudo concluir que dos de cada tres muestras
de la poblacién estan dentro de los rangos respectivos, por lo que se puede

inferir que no existe gran desviacion entre los datos obtenidos.

Sin embargo, el coeficiente de variacion es el que nos indica con
mayor precision la variabilidad relativa de estos valores, por lo que
observando los datos se determiné que la desviacion estandar es del 0.45%
al 7.21% de la media; ademas se sabe que la hemicelulosa y ceniza tienen
mas variacion en relacion con su media (7.21% y 3.17% respectivamente),
comparado con la humedad o celulosa que tienen valores relativamente

bajos (0.45% y 1.86% respectivamente).

Andlisis estadistico

3.2.1Prueba de Normalidad

Para el andlisis estadistico primero se verificd si nuestro modelo de
experimento es una distribucién normal, y para esto aplicé el estadistico

de Anderson Darling.
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Normal

29
Media 19.21
Desv.Est. 12,61
N 9
AD 0.360
Valorp 0.363

Porcentaje
o
o

10 0 10 20 30 40 50
Volumen de etanol

Figura 3.1 Prueba de Anderson Darling

En la figura 3.1 se observa que la mayoria de los puntos graficados
estan cerca de la recta de tendencia, y ademas el parametro p= 0.36 es
mayor al valor de significancia (p>0.05); por lo que se puede garantizar

gue los datos obtenidos siguen una distribucién normal.

A B Histograma
Histograma (la respuesta es Volumen de etanol)
(la respuesta es Volumen de etanol}

Frecuencia
Frecuencia

)

Residuo Residuo

Figura 3.2 Histogramas de residuos A) Histograma resultante del analisis total de datos

obtenidos en la experimentacién B) Histograma resultante sin datos aberrantes.
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Residuo vs. ajustes

Residuo

10 15 20 25 30
Valor ajustado

Figura 3.3 Residuos vs. Ajustes

En el histograma de residuos de la grafica 3.2 A se puede observar
la presencia de barras no continuas, que evidencian datos aberrantes en
el conjunto de datos analizados. Por otro lado, en la figura 3.3 se puede
visualizar que los puntos estan ubicados de manera aleatoria, donde
también se identifica un punto influyente que se encuentra cerca del eje 0

y alejado de los demas datos.

Cinco puntos en total estan cerca de dicho eje, mientras que los
otros cuatro estdn mas alejados, por lo que se los identifican como datos

aberrantes.

De los nueve datos se procedi6 a descartar solo dos puntos
atipicos que estan mas alejados del “eje y”, y como resultado se obtuvo
un nuevo gréafico de histograma de residuos (figura 3.2 B.), que tiene una
campana mas pronunciada y muestra una distribucion normal. Sin
embargo, debido a que los resultados son mas robustos al tener veinte o
mas datos de analisis, se prefirié incluir los nueve puntos sin importar que
contengan valores atipicos, ya que esto aumenta la confiabilidad del

sistema.

Para evaluar la normalidad de la distribucién también fue necesario
realizar la figura 3.4 de los residuos, donde se observa que los puntos

resultantes no presentan ninguna tendencia, con lo cual se puede
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determinar que cada nivel es independiente uno del otro. Al cumplirse

estos requisitos se logro aseverar que los datos analizados pertenecen a
una distribucion normal.

Residuo vs. orden

Residuo
_—
.
-

Orden de observacion

Figura 3.4 Residuos vs orden

3.2.2Analisis de tabla ANOVA para cada tratamiento

Tabla 3.8 Hipotesis propuestas para el tratamiento

o . _ Ho=H1=H2={3
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
L Todas las medias no son

Hipétesis alterna ] Hi=pa#p2# s
iguales
Nivel de

o . a=0.05

significancia
Tabla 3.9 Informacion del factor
Niveles Valores

Concentracion 1;
Factor 3 Concentracion 2;

Concentracion 3
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Tabla 3.10 Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F | Valor p
Factor 2 0.09264 0.046319 8.04 0.020
Error 6 0.03457 0.005762

Total 8 0.12721

Como se esta trabajando con una distribucién normal, se procedi6
a realizar una tabla ANOVA de un solo factor, compuesta por tres niveles
gue son las diferentes concentraciones del hongo Trichoderma ghanense
en el proceso de hidrolisis; los datos de los resultados obtenidos para cada
nivel fueron ingresados en el programa Minitab 20 y se partié de la
premisa de que todas las medias son iguales (Ho) como lo muestra la tabla
3.8.

En la tabla ANOVA resultante (ver tabla 3.10) el parametro p es
igual a 0.020, valor que es menor al nivel de significancia (p<0.05); por lo
gue se rechaza la hipétesis nula y se procede a aceptar la hip6tesis
alterna.

Esta hipdtesis alterna establece que por lo menos una de las
medias es diferente, o, en otras palabras, por lo menos uno de los

tratamientos permite una mayor obtencion de etanol.

Tabla 3.11 Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias.

Factor N Media Agrupacion
C1 3 33.46 A
Cz 3 13.56 B
Cs 3 10.62 B
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Tabla 3.12 Pruebas individuales de Fisher

) ] Diferencia
Diferencia de EE de Valor p
) de las ] ] IC de 95% Valor T .
niveles ) diferencia ajustado
medias

C2-C1 -20.70 6.69 (-37.06; -4.33) -3.09 0.021
Cs-Ca -22.09 6.69 (-38.46; -5.72) -3.30 0.016
Cs-C2 -1.39 6.69 (-17.76; 14.97) -0.21 0.842

Nivel de confianza simultanea = 89.08%

-

a-a

C3-C2

ICs individuales de 95% de Fisher

-30

-20

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.

Figura 3.5 Prueba individual de Fisher para cada combinacién de niveles

concentracion 1 es designada como grupo Ay la concentracion 2y 3 como
grupo B; estos dos ultimos factores muestran que la diferencia de medias

no es tan significativa, comparado con la concentracion 1 que pertenece

al grupo A.

1 es mayor, ya que tiene un valor medio mas alto. Sin embargo, aunque

la prueba Fisher evalla cada nivel del factor con un 95% de confianza, el

nivel de confianza simultdnea es del 89.08%.
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Por simple inspeccion se podria determinar que la concentracion




Asi mismo, segun la tabla 3.12 el valor de p para el tratamiento de
concentracion 2-3 es de 0.84, el mismo que es mayor al nivel de
significancia (p>0.05), lo cual indica que no es un modelo relevante

comparado a los deméas estudiados.

Tabla 3.13 Agrupacion de informacion utilizando el método de Tukey

Concentracion N Media Agrupacion
1 3 33.46 A
2 3 13.56
3 3 10.62
ICs simultaneos de 95% de Tukey
c2-ca | L
a-a L

aG-c2 ‘\

-50 -40 -30 -20 -10 0 10 20

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 3.6 Prueba Tukey de combinacién de niveles a un 95% de confianza

En la prueba Tukey se obtuvieron los resultados de la tabla 3.13,
donde se muestran dos grupos diferentes A y B; la concentracion 1 se
encuentra en el grupo A, mientras que en el grupo B estan las
concentraciones 2 y 3. Observando las medias del grupo B no existen
diferencias significativas, mientras que si se compara tratamientos con la
concentracion 1-2 o concentracion 1-3, si se puede notar una diferencia
importante, esto también se logra corroborar en la figura 3.6 donde los

intervalos de las combinaciones no contienen al punto cero.
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De esta forma, la tabla 3.13 nos permite identificar a la concentracion
1 como el valor mas significativo, ya que su media es mayor y corresponde
a 33.46% v/v.

45

40+

35

25

20

\\
\\
* \®\

Volumen de etanol

"
1 2 3
Concentracion

Figura 3.7 Diagrama de cajas de Volumen de etanol vs los tres niveles de concentracion

45
40
35
30
25

20

Volumen de etanol

- -
1 2 3
Concentracién

Figura 3.8 Grafica de valores individuales de Volumen de etanol vs Concentracidon

A continuacién, segun la figura 3.7 se muestran los tres niveles
ubicados en diagramas de caja diferentes, donde se puede identificar que
el nivel 1 o concentracion 1 tiene un mayor rendimiento del volumen de
etanol comparado con los niveles 2 y 3 (concentraciones 2 y 3). Asi
mismo, esto se puede corroborar en la figura 3.8, la cual muestra todos
los datos graficados (puntos plomos), y los puntos azules representan el

valor medio para cada tratamiento.

39



Finalmente se puede aseverar que el grafico tiene la misma
tendencia con respecto a los analisis previos, en la que se coloca a la
concentracion 1, como el mayor valor de las medias correspondiente a 35

mL de etanol/L.

3.3 Cromatografia de gases (etanol)

Tabla 3.14 Puntos de la curva de calibraciéon

Porcentaje Area
0 3930409
0.1 34643911
0.3 48083991
0.5 55200005
0.7 73549822
0.9 85078743
100000000
90000000
80000000 _
70000000 o
60000000
50000000 - _
40000000 '
30000000 =
20000000
10000000
o ®
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

y = 8E+07x + 2E+07
R? =0.9204

Figura 3.9 Curva de calibrado
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Tabla 3.15 Porcentaje volumen a volumen de las muestras

Muestras Area COS;E :tI;a(\jc;én % viv Deesst\gr?ggn
Cu 44404183 0.3452 34.52%
Crw 35796731 0.2369 23.69% 0.09
Cis 50476540 0.4216 42.16%
Ca 26952665 0.1256 12.56%
Ca22 34859759 0.2251 22.51% 0.08
Cazs 12527054 0.0559 5.59%
Ca 28444080 0.1444 14.44%
Ca 25367161 0.1057 10.57% 0.04
Cas 22419508 0.0686 6.86%

Para determinar las concentraciones de bioetanol se realizdé un
analisis cuantitativo mediante una curva de calibracion (figura 3.9), donde
la variable independiente X’ fue la concentracién del analito de interés y la
variable dependiente ‘y’ corresponde a las areas emitidas por el
cromatdgrafo de gases. Con respecto a la linealidad del sistema de
medicion se pudo observar que el coeficiente de determinacion r>= 0.92 no
es un valor lo suficientemente alto, por lo que segun (Garcia A. , 2019, pag.
3) no es un criterio con el que se pueda aceptar la linealidad, ya que esta
se considera cuando r? es mayor a 0.98. Esto puede deberse a que existen
interferencias procedentes del equipo, y errores volumétricos al momento

de preparar las concentraciones de las soluciones patron.

Analizando los porcentajes calculados volumen a volumen de la
tabla 3.15, se pudo determinar que a 0 esporas/mL (Ci1, Ci2 y Ci3) el
promedio de bioetanol obtenido fue de 33.46%, el mismo que difiere cuando
la concentracion de esporas es de 1x107 esporas/mL (C21, C22 y C23), ya
gue en este caso se obtuvo un volumen promedio de bioetanol de 13.56%.
Asi mismo, con 1x10° esporas/mL se obtiene una cantidad promedio de
bioetanol de 10.62%, determinando asi que a menor concentracion de
esporas de Trichoderma, aumenta el rendimiento de bioetanol en el

proceso de fermentacion.
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Una posible explicacion de que no se haya alcanzado un mayor
rendimiento de bioetanol al utilizar el hongo Trichoderma ghanense, es que
probablemente durante los 4 dias de fermentacion ocurrié un agotamiento
o estrés de la glucosa que hizo que las levaduras tomen otras fuentes de
carbono incluido compuestos no fermentables como el etanol, por lo que

disminuyo el rendimiento final. (Garcia A. , 2019)

Asi mismo, en la hidrélisis enzimética no se encontraron muchas
investigaciones que determinen un rango de temperatura 6ptimo en la
etapa de inoculacion del hongo Trichoderma ghanense, por lo que se llevo
a cabo a una temperatura ambiente. Sin embargo, segun (Martinez, Infante,
& Reyes, 2013) existe una estrecha relacion entre la temperatura y el
desarrollo del hongo, que depende en gran parte de la especie estudiada;
por ejemplo, T. viride y T. polysporum toleran una temperatura de 31°C,
mientras que T. pseudokoningii y T saturnisporum trabajan a una
temperatura de 40 - 41°C.

Otro de los parametros importantes es la presencia o ausencia de
luz en el desarrollo de las esporas, ya que segun su naturaleza el hongo
Trichoderma spp. es fotosensible, por lo que se prefirio dejarlo en un

periodo alterno de luz/oscuridad.

A pesar de que, también hay estudios en donde se ha evaluado la
produccion enziméatica del hongo a una exposicién permanente de luz con
una temperatura de 25°C, y se han encontrado resultados positivos.
(Chavez, Montafa, & Martinez, 2009) Por lo que, segun (Martinez, Infante,
& Reyes, 2013) se puede trabajar en condiciones de luz alterna, donde se
combina la luz blanca al inicio, para después dejarlo con zonadas

concéntricas de color verde oscuro.

A partir de los cromatogramas se puede verificar la presencia de
bioetanol mediante la formacion de unos picos, en un tiempo de retencion
promedio de 4.186 min y en un tiempo de analisis total de 14 min. Adicional,
estas graficas muestran la relacion de absorbancia con respecto a dicho

tiempo de retencion. (Salazar & Villamizar, 2019)
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4.

4.1

CAPITULO 4
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Mediante la caracterizacion se determiné que, aunque la cascara de cacao
contenia un importante porcentaje de celulosa (26.31%) y hemicelulosa
(5.5%), el contenido de lignina (28.48%) era ligeramente mayor, lo que
representa una limitacidon al momento de realizar la conversion de los
azucares fermentables. A pesar de ello, es un valor que puede disminuir al
realizarse un pretratamiento alcalino, por lo que se concluye que la cidscara
de cacao es una biomasa lignocelulésica viable, siempre y cuando se lleve

a cabo una metodologia adecuada.

El proceso de hidrdlisis enzimatica se llevo a cabo bajo tres escenarios o
tres variaciones de la concentracion del hongo Trichoderma ghanense (Ca,
C2, C3); y se obtuvo un porcentaje promedio de volumen etanol en volumen
de soluciéon de 33.46%, 13.56%, y 10.62% respectivamente. Mediante un
analisis estadistico del disefio de experimentos se procedio a rechazar la
hipotesis nula, concluyendo que por lo menos una de las medias del
tratamiento es diferente. Asi pues, se designé a la concentracion (C1) de 0
esporas/mL como el tratamiento mas significativo, al obtener un valor

promedio mayor.

Debido a la falta de informacion del hongo T. ghanense respecto a las
condiciones elegidas de temperatura, exposicion de luz, entre otras; no se
obtuvo el rendimiento esperado al aumentar la concentracién del hongo, de
hecho, ocurrié un efecto contrario, por lo que se concluye que, a menor

concentracion, el porcentaje de bioetanol aumentara.

A partir del analisis cromatogréafico se logro obtener las areas de los picos
gue indican la presencia de etanol, y con ello se obtuvo el mayor porcentaje
volumen a volumen igual a 33.46% +0.09; concluyendo que el primer

tratamiento es el méas 6ptimo.



4.2

Recomendaciones

En los procesos de hidrdlisis enzimética y fermentacion la biomasa tiende
a expandirse, por lo que se recomienda utilizar recipientes cerrados con un

volumen 10 veces mayor al que ocupa la biomasa inicialmente.

Se recomienda realizar un tiempo de autoclavado de 15 a 20 minutos, para
evitar que el hongo Trichoderma permanezca activo y se produzca

reacciones de competencia con la Saccharomyces cerevisiae.

Debido a que en la mayor parte del proceso se emplean hongos, es
importante esterilizar el agua antes de usarla, al igual que los materiales de
laboratorio; con esto se evita la contaminacion por la presencia de
microorganismos externos, que pueden producir errores en los valores de

respuesta.

Se recomienda emplear diferentes especies del hongo Trichoderma, que
tengan la capacidad de producir mas enzimas hidroliticas, para desdoblar

mayor cantidad de biomasa en azUcares simples.
Medir los grados Brix de las muestras después de la hidrdlisis quimica,

hidrélisis enziméatica y al finalizar la fermentacion, para controlar la cantidad

de glucosa obtenida durante cada proceso.
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Catedra: Probabilidad y Estadistica

Facuitad Regional Mendoza

Grados de libertad del Denominador

g.d.l

WONDO NdWNMW

161,4
18,513
10,128

7,709

6,608

5,987
5,591
5,318

4,965

4,543

4,494
4,451
4,414
4,381
4,351

4,325
4,301
4,279
4,260
4,242

4,225
4,210
4,196
4,183
4,171

4,160
4,149
4,139
4,130
4,121

4,085
4,001
3,960

3,936
3.920
3,841

3,682

2,996

N

3833348 38832 SEBAY 3ENR

NNNNNNN NNNNN NNNNN NUWWW W

Tabla D.9: VALORES CRITICOS DE LA DISTRIBUCION F (0,05)

2246
19,247
9,117
5.192

4,534

2,895

5

N

g B3NN AY3RR
O OradW VOGND

0w =0ow

B2 2252

Fy
N

NNNNNNN NNNNN NNNNN NNNNN N

uis
NNWW

2,603

2,587

2,175
2,099

area a la derecha del valor critico = 0,05

Grados de libertad del Numerador
Y 8

) 10 11
236,8 238,9 240,5 241,9 243,0
19,353 19,371 19,385 19,396 19,405
8,887 8,845 8,812 8,786 8,763
6,094 6,041 5,999 5,964 5,936
4,876 4,818 4,772 4,735 4,704
4,207 4,147 4,099 4,060 4,027
3,787 3,726 3,677 3,637 3,603
3,500 3,438 3,388 3,347 3,313
3,293 3,230 3,179 3,137 3,102
3,135 3,072 3,020 2,978 2,943
3,012 2,948 2,896 2,854 2,818
2,913 2,849 2,796 2,753 2,717
2,832 2,767 2,714 2,671 2,635
2,764 2,699 2,646 2,602 2,565
2,707 2,641 2,588 2,544 2,507
2,657 2,591 2,538 2,494 2,456
2,614 2,548 2,494 2,450 2,413
2,577 2,510 2,456 2,412 2,374
2,544 2,477 2,423 2,378 2,340
2,514 2,447 2,393 2,348 2,310
2,488 2,420 2,366 2,321 2,283
2,464 2,397 2,342 2,297 2,259
2,442 2,375 2,320 2,275 2,236
2,423 2,355 2,300 2,255 2,216
2,405 2,337 2,282 2,236 2,198
2,388 2,321 2,265 2,220 2,181
2,373 2,305 2,250 2,204 2,166
2,359 2,291 2,236 2,190 2,151
2,346 2,278 2,223 2,177 2,138
2,334 2,266 2,211 2,165 2,126
2,323 2,255 2,199 2,153 2,114
2,313 2,244 2,189 2,142 2,103
2,303 2,235 2,179 2,133 2,093
2,294 2,225 2,170 2,123 2,084
2,285 2,217 2,161 2,114 2,075
2,249 2,180 2,124 2,077 2,038
2,167 2,097 2,040 1,993 1,952
2,126 2,056 1,999 1,951 1,910
2,113 2,043 1,986 1,938 1,897
2,103 2,032 1,975 1,927 1,886
2,087 2,016 1,959 1,910 1,869
2,010 1,938 1,880 1,831 1,789

12

2439
19,413
8,745
5,912
4,678

4,000
3,575

3,073
2,913

2,788
2,687

2,534
2,475

2,425

2,278

T

"
w

i

19,419

L]
il

o

. N

£BY BULRR BERED G%Y

B

[l sl
bt

R
NOOw
L

8
- wn

i

NNNNN NNNNN NNNNN NNNNN NNNNN NWWWWw
2Re ™
N N

' %
0
N
-

Anexo 1. Valores Criticos de la Distribuciéon F (0.05) (Facultad Regional Mendoza UTN, s.f.)
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