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RESUMEN 

Con el desarrollo de energías renovables se ha considerado a los desechos agroindustriales 

como fuente rica en celulosa para usarla como materia prima, para así obtener 

biocombustibles de segunda generación como alternativa para reducir el consumo de 

combustibles derivados del petróleo. Este trabajo tiene como objetivo la obtención de 

bioetanol utilizando vainas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.). Primero se caracterizó a las 

vainas de fréjol donde la principal composición química fue de 36,47% celulosa, 28,25% 

hemicelulosa, 6,69% lignina, humedad 6,66% y cenizas 6,86%.  Para la obtención de 

bioetanol se realizó un acondicionamiento de la muestra mediante un proceso de secado, 

molienda y tamizado, la cual es sometida a un pretratamiento alcalino de 121 °C, durante 60 

min y 0.5% hidróxido de sodio, posterior se realizó la hidrolisis ácida para lograr la 

conversión de la celulosa a azúcares simples. Mediante el empleo de un diseño factorial 

completo con dos niveles y tres variables y con el programa Minitab 19 se generó una matriz 

estándar donde se evaluó el efecto del tiempo, temperatura y concentración del ácido 

sulfúrico sobre la variable respuesta. En esta etapa de descomposición a azúcares totales los 

mejores resultados se obtuvieron con las condiciones de 120 °C, durante 60 min y 3% de 

ácido sulfúrico dando como resultado 29,836 g/L de azúcares totales. El líquido hidrolizado 

se sometió a un proceso fermentativo (6 h, 35 °C, pH 3.5 y 150 rpm) en un biorreactor de 

tanque agitado, simultáneamente se determinó la concentración de etanol mediante el método 

de Winnick, la mayor concentración de etanol que se obtuvo fue de 7 g/L, los datos obtenidos 

se ajustaron al modelo cinético de Gompertz modificado de manera satisfactoria con un 

coeficiente de determinación alto R2 >0,98. Finalmente, el líquido obtenido después del 

proceso de fermentación se destiló y se obtuvo 7,89 g/L de etanol. 

 

 

Palabras claves: Vainas de fréjol. Azúcares totales. Fermentación. Modelo de Gompertz 

Modificado. 
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ABSTRACT 

With the development of renewable energies, agro-industrial waste has been considered as a 

rich source of cellulose to be used as raw material, in order to obtain second-generation 

biofuels as an alternative to reduce the consumption of petroleum-derived fuels. This work 

aims to obtain bioethanol using bean pods (Phaseolus vulgaris L.). First, bean pods were 

characterized where the main chemical composition was 36.47% cellulose, 28,25% 

hemicellulose, 6.69% lignin, moisture 6,66%, and ash 6,86%. To obtain bioethanol, a 

conditioning of the sample was carried out through a process of drying, grinding and sieving, 

which is subjected to an alkaline pretreatment of 121 °C, for 60 min and 0,5% sodium 

hydroxide, then hydrolysis was performed. acid to achieve the conversion of cellulose to 

simple sugars. By using a complete factorial design with two levels and three variables and 

with the Minitab 19 program, a standard matrix was generated where the effect of time, 

temperature and concentration of sulfuric acid on the response variable was evaluated. In this 

stage of decomposition to total sugars, the best results were obtained with the conditions of 

120 °C, for 60 min and 3% sulfuric acid, resulting in 29,836 g/L of total sugars. The 

hydrolyzed liquid was subjected to a fermentation process (6 h, 35 °C, pH 3,5 and 150 rpm) 

in a stirred tank bioreactor, simultaneously the ethanol concentration was determined by the 

Winnick method, the highest concentration of ethanol that was obtained was 7 g/L, the data 

obtained fitted the modified Gompertz kinetic model satisfactorily with a high coefficient of 

determination R2 >0.98. Finally, the liquid obtained after separating the yeast was distilled 

to obtain 7,89 g/L of ethanol. Keywords: Bean pods, total sugars, fermentation, modified 

Gompertz model. 

 

Keywords: Bean pods. Total sugars. Fermentation. Modified Gompertz Model. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En la actualidad se realiza investigaciones que han estado orientadas fundamentalmente hacia 

el aprovechamiento de residuos agroindustriales, para la generación de nuevas alternativas 

industriales como son los biocombustibles, ya que permite reducir la generación de gases 

contaminantes (Alonso-Gómez & Arturo Bello-Pérez, 2018). 

 

Los mayores causantes del calentamiento global son: el CO2, el uso de combustibles fósiles 

y la producción de cemento, son una fuente de gases de efecto invernadero, con una 

contribución cercano al 68 % en el mundo (Escobedo & Calderón, 2021). Actualmente existe 

la necesidad de disminuir el uso de recursos naturales no renovables (aquellos recursos 

naturales que no se pueden cultivar, producir, reutilizar por medios naturales) como los 

minerales y el petróleo por aquellos de origen renovables (se puede utilizar una y otra vez) 

plantas y animales (Andrade-Castañeda et al., 2017). 

 

En el Ecuador se genera una gran cantidad de residuos orgánicos que proviene del sector 

agrícola por ejemplo cascarilla de arroz, cáscara de coco, maíz, bagazo de caña, vaina de 

trigo, vaina de fréjol y otros, los cuales pueden ser aprovechados para obtener 

biocombustibles, por lo que en la investigación se realiza las vainas de frejol por la facilidad 

de adquisición en la región  (Ávila Jiménez, 2015).  

 

En la producción de biocombustibles se ha prestado atención a los biocombustibles líquidos 

que son biodiésel y bioetanol de primera, segunda y tercera generación, se realiza una serie 

de procesos de pretratamientos a la muestra a estudiar, los cuales pueden ser: físicos, 

químicos, o biológicos (Sun et al., 2016) con el fin de romper la capa de lignina que protege 

la celulosa y hemicelulosa para que sea más accesible realizar la hidrólisis ácida en las vainas 

de fréjol, posteriormente se realiza un proceso fermentativo a la muestra considerando ciertos 

factores importantes como: la concentración de azúcares del sustrato y la levadura que se 

emplee (Lucia et al., 2017).  

 



 

Maritza Dayanna Parapi Plaza 
Ariana Angelica Pintado Garate 

18 

 

El objetivo general de este estudio es obtener bioetanol de segunda generación a partir de 

vainas de fréjol por hidrólisis ácida diluida, se tomará en cuenta algunos métodos de 

caracterización como: humedad, cenizas, extractos, lignina Klason, celulosa, holocelulosa y 

hemicelulosa. En la hidrólisis ácida se realiza el diseño factorial 2k, bajo diferentes 

condiciones de operación: temperatura, concentración del ácido y el tiempo, luego realizar la 

fermentación y modelar la producción de bioetanol con las condiciones óptimas de operación, 

usando el modelo de Gompertz Modificado. 

 

 

DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 

Con el incremento de la demanda de combustibles, se ha visto la necesidad de desarrollar 

nuevos estudios para obtener biocombustibles a partir de residuos agroindustriales, la 

mayoría de esta biomasa es proveniente de la cascarilla de arroz, paja de maíz, bagazo de 

caña de azúcar, cascará de coco, paja de soya y otros, aproximadamente existe 2,927,702 

toneladas de residuos en los países en desarrollo (Ullah et al., 2015).  

 

Los biocombustibles han cobrado una enorme importancia como los aditivos en la gasolina 

para disminuir la contaminación por la quema de combustibles fósiles, adicionalmente elevan 

el nivel de octanaje en la gasolina y permite sustituir al 2-Methoxy-2-methylpropane (MTBE) 

que es un aditivo altamente contaminante (Siliceo Rodríguez, 2014). Los desechos de la 

industria agrícola son materias con alto contenido de celulosa que se utiliza para la 

producción de biocombustibles de segunda generación (Gómez & Pérez, 2018). 

 

La importancia de este proyecto consiste en conocer la utilidad de realizar el estudio de la 

obtención de bioetanol de segunda generación a partir de vainas de fréjol que dará un valor 

agregado a esta materia prima, ya que durante años no ha sido utilizada, además que esta 

biomasa es de bajo costo y no afecta a la alimentación de la población. En el país la 

producción anual en grano seco y tierno de fréjol es de 17,717 ton y 17,677 ton 

respectivamente (SIPA, 2021). Las vainas de fréjol no se utilizan para ningún otro proceso 

industrial solo para el alimento para ganado de los propios productores y en el caso del 
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consumo de fréjol en mercados, restaurantes y domicilios son desechados. El consumo de las 

vainas de fréjol por parte del ganado supone un desperdicio de más de la mitad de los  

carbohidratos utilizables por lo cual aprovechar esta materia prima en la elaboración de 

bioetanol supone un mejor uso de este, pues al ser un material que contiene celulosa va a 

proporcionar azúcares simples como glucosa para obtener el etanol (Gonzáles Rentería et al., 

2011). 

 

Los procesos para la obtención de bioetanol requieren de equipos menos costosos en 

comparación con los equipos utilizados en la producción petrolera, la producción de 

bioetanol mejorará el nivel económico del país generando empleos, ahorrando divisas que 

pueden destinarse a diversos proyectos económicos y menos contaminación del medio 

ambiente, por lo que en Ecuador la posibilidad de producir bioetanol es bien vista por el 

sector público y privado (Navas & Guerrero, 2014). 

 

Uno de los enfoques de esta investigación es probar que se puede obtener bioetanol de las 

vainas de fréjol de manera eficiente por lo cual se requiere de tres etapas importantes los 

pretratamientos, la hidrólisis y la fermentación. La hidrólisis ácida con ácido sulfúrico diluido 

nos permite despolimerizar los polisacáridos de la celulosa obteniendo azúcares simples que 

en la etapa de la fermentación son convertidos en etanol por la acción de microorganismos. 

Para incrementar la capacidad hidrolítica, es importante realizar pretratamientos uno físico y 

otro alcalino previo a la hidrólisis para conocer cuál es la forma óptima de obtener azúcares 

fermentables y así dar ese valor agregado a esta materia prima. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general  

 

• Obtener bioetanol de segunda generación a partir de vainas de fréjol tratada por 

hidrólisis ácida a escala laboratorio. 

 

 

Objetivos específicos 

 

Los objetivos específicos del presente trabajo son: 

 

• Determinar humedad, cenizas, extractos solubles, celulosa, hemicelulosa y lignina 

de las vainas de fréjol. 

• Obtener azúcares fermentables por hidrólisis ácida a diferentes concentraciones de 

ácido sulfúrico (3% y 5%). 

• Realizar la fermentación con levadura Saccharomyces Cerevisiae y determinar la 

concentración de etanol durante el proceso.  

• Modelar la producción de etanol a partir de vainas de fréjol durante la fermentación 

usando el modelo cinético de Gompertz Modificado. 
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CAPÍTULO I: CONTENIDO TEÓRICO 

 

      1.1. Fréjol 

 

El fréjol común (Phaseolus vulgaris L.) botánicamente pertenece a la familia Leguminosae 

(Fabaceae) es una planta que puede presentar cuatro hábitos de crecimiento, pero los más 

relevantes son el tipo I determinado arbustivo y el tipo IV indeterminado trepador (FAO, 

2018). 

 

 

Figura 1. Variedades de fréjol. Fuente: (Noticia & Relacionadas, 2022) 

 

            1.1.1.    Fréjol en Ecuador 

 

El fréjol en Ecuador se desarrolla en climas templados, bajo condiciones ecológicas muy 

variables, además es sensible a la humedad ambiental (Peralta et al., 2009).  El umbral 

térmico (temperatura base) de la especie es de 10 °C como temperatura mínima y 25 °C como 

temperatura máxima. El fréjol canario es de gran importancia para los habitantes, es un gran 

generador de empleo entre las familias, principalmente campesinas de la zona debido a que 

generalmente toda la familia se dedica a dicha actividad (Peralta et al., 2009).  El frejol con 

vaina pesa 0,9g y sin vaina pesa 0,5g. 
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Figura 2. Fréjol Canario  (Jazmín & Chitalogro, 2016).  

 

            1.1.2.   Características y propiedades del fréjol 

 

El fréjol es una leguminosa que dispone aproximadamente un 22% de proteína por lo que es 

básico en la alimentación humana, siendo un producto económico en el mercado comparando 

con otros productos que contienen proteína como es la carne, además contiene calorías, 

vitaminas del complejo B y minerales (Fernández & Sánchez, 2017). También mejora los 

suelos debido a las bacterias nitrificantes que adhieren a la raíz. Es rico en componentes 

bioactivos (influyen en actividades celulares y fisiológicas) como inhibidores de enzimas, 

lecitinas, etc., y dentro de sus actividades biológicas está la capacidad antioxidante, la 

reducción de colesterol y lipoproteínas por lo que es un gran protector contra las 

enfermedades cardiovasculares y cáncer (Fernández & Sánchez, 2017). 

 

            1.1.3.   Principal caracterización química de las vainas de fréjol   

 

Existe una gran variedad de tipos de fréjol que se clasifican, por su origen, color, tamaño e 

incluso por su forma, por lo cual varia la composición, en la tabla 1 se especifica un resumen 

de la composición química de la estructura principal de las vainas de fréjol. 
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Tabla 1. Composición química principal de las vainas de fréjol. Adaptado de: (Villa Gómez et al., 

2020). 

Componente Vainas de fréjol (residuo seco %) 

Cenizas (%) 6,80 

Celulosa (%) 31,13 

Hemicelulosa (%) 23,92 

Lignina (%) 9,70 

 

            1.1.4.   Disponibilidad de materia prima 

 

En Ecuador, existe una gran variedad de tipos de fréjol entre las variedades de fréjol más 

cultivadas son: el fréjol canario (conocido como poroto bola), fréjol cargabello y el fréjol 

panamito blanco (Pucuji, 2016).  Por lo general la siembra de estas variedades de fréjol se 

realiza entre los meses de septiembre y noviembre y se cosecha en mayo y junio. El promedio 

de la superficie de cosecha de fréjol seco es de 29,539 ha y de fréjol tierno es de 9,123 ha, 

por lo que en el país la producción anual en grano seco y tierno es de 17,717 ton y 17,677 

ton respectivamente (SIPA, 2021). 

 

 

 

  

 

 

Figura 3. Vainas de fréjol secas. Fuente: Autores  

 

      1.2. Biomasa 

 

La biomasa se define como la fracción biodegradable de los productos, desechos y residuos 

procedentes de actividades agrarias, los cuales se aprovechan su potencial energético (Rovere 

Herrera, 2019). La energía que reúne la biomasa tiene su origen en el sol a partir del proceso  
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de la fotosíntesis, las plantas absorben energía lumínica (sol), agua (suelo) y el CO2 

(atmósfera), almacenando en ellas sustancias orgánicas y liberando oxígeno durante el 

proceso (Herguedas et al., 2012). 

 

            1.2.1.   Tipos de Biomasa 

 

Existen numerosos tipos de biomasa que depende del origen y de la naturaleza, pero los 

más aceptadas se describe en la figura 4. 

 

Clasificación de 

la Biomasa

NaturalezaOrigen

Primera 

Generación 

Segunda 

Generación 
Cultivos 

Energéticos
Agrícolas

No empleados en 

la alimentación 

humana

Cultivos 

preparados para 

la producción de 

energía 

Generada sin la 

intervención del 

hombre que 

puede ser 

modificado 

Generada en las 

actividades 

humanas como 

residuo de 

naturaleza 

orgánica
 

Figura 4. Clasificación de la Biomasa. Adaptado de: (Alberto & Morales, 2009) 

 

            1.2.2.   Biomasa lignocelulósica  

 

La materia que se usa como biomasa lignocelulósica básicamente son los desechos cuyos 

lugares de origen son múltiples como los desechos urbanos, los desechos agrícolas o los de 

tratamientos de lodos. La materia lignocelulósica posee tres principales compuestos: celulosa  
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(38 – 50%), hemicelulosa (23-32%) y lignina (15-25%). La celulosa es un polisacárido de 

los compuestos más abundantes de la naturaleza, realiza funciones estructurales en la pared 

celular de las células vegetales. Es un polímero lineal de unidades β-(1-4)-D-glucopiranosa 

empaquetados por largas cadenas unidos por puentes de hidrógeno. La hemicelulosa es un 

hetero polímero ramificado que contiene azúcares como las hexosas, pentosas y ácidos 

urónicos. Se encuentra unidos a la lignina por enlaces covalentes. La lignina es un polímero 

de cadenas de fenilpropano. Es resistente a la degradación bacteriana, concede rigidez a la 

pared celular y reduce la digestibilidad de los polisacáridos fibrosos (Rastogi & Shrivastava, 

2017). 

 

      1.3. Bioenergía   

 

El uso de la bioenergía está creciendo en muchas partes del mundo a medida que los países 

buscan la diversificación de sus fuentes energéticas a modo de promover el desarrollo 

económico y la calidad del medio ambiente. Se define como la energía que se obtiene de la 

biomasa, la biomasa es el material orgánico que más ha sido utilizado como combustible, 

originada cuando la luz procedente del sol es absorbida por las plantas mediante el proceso 

de la fotosíntesis (Branzini, 2011). 

La bioenergía sustentable ofrece nuevas oportunidades a la agricultura fomenta la 

propagación de vegetación, permite un equilibrio entre el desarrollo urbano y rural (Samperio 

& Martínez, 2010). 

 

            1.3.1.   Tipos de bioenergía  

 

La bioenergía puede aportar de manera importante a sustituir las fuentes de energía, (fósil y 

nuclear), y da lugar a los siguientes energéticos útiles para los seres humanos, los cuales se 

obtienen sometiendo a la biomasa a procesos de transformación que son desarrollados por el 

ser humano (Sampeiro & Martínez, 2010): 
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• Biocombustibles: Según la FAO “Es aquel combustible que se produce directamente 

o indirectamente a partir de biomasa”, es decir son todos los alcoholes, esteres, éteres 

y otros productos químicos generados por materiales conformados por celulosa 

liberada de las plantas utilizados mayormente por el sector de transportes (Bioetanol) 

(Alvarado Ludeña Galo Reynel, 2021).  

• Biocarburantes: Aceites vegetales puros, residuos de aceite de cocina convertidos en 

biodiésel los cuales se emplean en motores Diesel. 

• Biogás: Es el producto de la fermentación de residuos orgánicos de bosques, campos 

agrícolas y de desechos de animales de crianza. Se obtiene a partir de la basura en 

rellenos sanitarios el metano extraído, se emplea para producir energía termina, 

mecánica o eléctrica (Sampeiro & Martínez, 2010). 

 

      1.4. Bioetanol  

 

El bioetanol es un biocombustible que se obtienen de materia rica en azúcares fermentables. 

El etanol se usa por lo general como aditivo para la gasolina permitiendo minimizar el 

impacto al ambiente por el uso de combustibles completamente fósiles. Los países como 

Brasil y EE.UU.  son considerados los mayores productores de bioetanol en el mundo. La 

biomasa disponible en el mundo es de costo bajo y de fácil adquisición. La materia que se 

usa para la obtención de este aditivo son azúcares, almidones y materia de celulosa (Saini et 

al., 2015). 
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Figura 5. Tipos de Bioetanol. Adaptado de: (Escobedo & Calderón, 2021) 
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            1.4.1.    Bioetanol de primera generación  

 

El bioetanol de primera generación se obtiene de biomasa rica en azúcares como la caña de 

azúcar, sorgo dulce, remolacha y la melaza. Esta materia no requiere pretratamiento solo se 

somete a fermentación con levaduras glucolíticas, aunque los almidones como los de la yuca, 

papa, granos y cereales se debe realizar un proceso previo a la fermentación de hidrólisis 

enzimática con enzimas α-amilasas (Saini et al., 2015).  

 

            1.4.2.    Bioetanol de segunda generación 

 

El bioetanol de segunda generación se puede obtener de residuos agroindustriales con alto 

contenido de celulosa como los que están presentes en la madera, residuos agroindustriales 

como el bagazo de caña de azúcar, cascarilla de arroz, astillas, paja. Esta biomasa contiene 

principalmente celulosa. Para poder obtener etanol se debe someter a procesos de 

pretratamiento para romper las cadenas lignocelulósicas para que la celulosa este libre para 

estar en contacto con los ácidos o las enzimas hidrolíticas y obtener azúcares. La biomasa 

lignocelulósica tiene una ventaja que es de fácil adquisición y alta disposición (Tye et al., 

2016). 

 

            1.4.3.    Bioetanol de tercera generación  

 

Este biocombustible se obtiene a partir de microorganismos como levaduras, hongos que 

contiene alto valor energético y son de crecimiento rápido. Las algas (verdes) son la base de 

la investigación de este biocombustible debido a su alto contenido de lípidos las cuales son 

sometidas a procesos de extracción de aceites para luego producir biocombustibles (González 

& Kafarov, 2009). 

 

            1.4.4.    Usos del bioetanol 
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La biomasa lignocelulósica es una materia prima óptima para la producción de bioetanol el 

cual es uno de los principales sustitutos de los combustibles fósiles pues posee un elevado 

número de octanaje y bajo punto de ebullición. Este biocombustible se usa en motores de 

combustión interna de encendido de chispa ya sea 100% puro o mezclado con gasolina 

(aditivo), otro de los usos es para la producción de ethyl tert-butyl ether (ETBE). También se 

produce energía del etanol en calderas de bioetanol basadas en un proceso similar de las 

calderas de combustibles fósiles (Ferraz, 2020). 

 

      1.5. Proceso de obtención de bioetanol de segunda generación a partir de desechos 

agrícolas mediante hidrólisis acida proceso general  

 

Biomasa

Reducción de tamaño

Pretratamiento 

químico

Hidrólisis acida

Fermentación

NaOH, HCI, H2SO4

Filtración

Destilación

Bioetanol

HNO3, HCI, H2SO4

Microorganismos
Aprovechamiento de 

lignina

Levadura

 

Figura 6. Proceso de producción de bioetanol de segunda generación mediante hidrólisis ácida. 

Adaptado de: (Conesa, 2017) 
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      1.6. Pretratamiento 

 

El material lignocelulósico se somete a pretratamientos para mejorar el ingreso del ácido o 

de las enzimas en el proceso de hidrólisis e incrementar la obtención bioetanol y la cantidad 

de azúcares fermentables (Salvachúa, 2013). Los objetivos de los pretratamientos son: 

reducir el grado de cristalinidad(Aditiya et al., 2016), evitar la formación de productos 

inhibidores (por ejemplo, el furfural y el Hidroximetilfurfural (HMF)) en las siguientes 

etapas de producción (Rastogi & Shrivastava, 2017). Los pretratamientos que se pueden 

realizar son fiscos, químicos, fisicoquímicos y biológicos. Por lo general son costosos lo que 

incrementa el costo final del producto obtenido.      

 

 

Figura 7. Esquema de pretratamiento de biomasa lignocelulósica. Fuente: (Hosseini Koupaie 

et al., 2019) 

 

            1.6.1.    Pretratamiento físico 

 

El pretratamiento físico consiste en reducir el tamaño de la partícula y la cristalinidad de la 

celulosa e incrementar el área superficial del material (Sun et al., 2016).  La molienda, el 

fresado son los procesos físicos más utilizados para obtener materiales de diferentes tamaños 

(Saini et al., 2015). La reducción óptima del material está entre 5 mm a 2 mm (Bahry et al., 

2017). Antes del proceso de reducción primero se seca el material para evitar que se forme 

una pasta en la molienda de la biomasa. Estos procesos incrementan el consumo de energía 

desfavoreciendo la producción de bioetanol. 
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            1.6.2.    Pretratamiento químico  

 

El pretratamiento químico se basa en tratamiento en el uso de ácidos o con álcalis, siendo 

este el más usado. Lo que se requiere de estos pretratamientos es eliminar la lignina y la 

hemicelulosa para liberar a la celulosa para que sea atacado por las enzimas hidrolíticas y los 

ácidos y obtener azúcares fermentables. El problema que presenta el tratamiento ácido es que 

puede degradar a la celulosa por las elevadas concentraciones de los ácidos usados. Al final 

de estos procesos se debe realizar un lavado para eliminar los residuos de los reactivos (Sun 

et al., 2016). 

 

                   1.6.2.1.   Pretratamiento alcalino  

 

Durante el pretratamiento alcalino se da un aumento del área superficial interna de biomasa 

lignocelulósica, a concentraciones alcalinas altas se da una hidrolisis que degrada y 

descompone el polisacárido (Loja Sánchez, 2016). La efectividad del pretratamiento depende 

del contenido de lignina de la muestra a tratar (Sánchez Arbeláez, 2018). 

 

      1.7. Hidrólisis  

 

La conversión de los polímeros de carbohidratos en la materia lignocelulósica a azúcares 

simples se da mediante un proceso denominado hidrólisis que consiste en la adición de una 

molécula de agua. Esta reacción es catalizada por ácido diluido, ácido concentrado o enzimas 

celulasas (Aditiya et al., 2016). 
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Figura 8. Reacciones producidas por la degradación de los componentes de la biomasa en 

condiciones ácidas. Adaptado de: (Cheng & Brewer, 2021). 

 

            1.7.1.    Hidrólisis Ácida 

 

En la primera fase de la hidrólisis ácida se rompe la pared celular de la biomasa e hidroliza 

la hemicelulosa, en la segunda fase netamente denominada hidrólisis se polimeriza los 

polisacáridos de la celulosa, finalmente los azúcares liberados pueden ser usados fácilmente 

en la fermentación.  

Se puede trabajar con diferentes ácidos (clorhídrico, nítrico, fluorhídrico y sulfúrico), así 

como ácidos orgánicos (cítrico y acético) y operar bajo dos condiciones: A) ácido 

concentrado, temperatura baja, tiempo de reacción largo. B) ácido diluido, temperatura alta, 

tiempo de reacción bajo. Las reacciones son complejas en la hidrólisis, para la celulosa los 

principales productos en medio ácidos son: celobiosa y glucosa, mientras que para la 

hemicelulosa el producto es la xilosa (Loja Sánchez, 2016). 
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            1.7.2.    Hidrólisis Alcalina 

 

La hidrólisis alcalina utiliza reactivos con el hidróxido de sodio, el amoniaco, hidróxido de 

potasio y la cal los cuales son los más utilizados. Este procedimiento permite la solubilización 

de la lignina, la hinchazón de la celulosa y la hidrólisis de la hemicelulosa. La hinchazón 

provoca un aumento del área superficial interna lo que permite que la cristalinidad de la 

celulosa disminuya. Los tratamientos con reactivos alcalinos requieren de menores 

temperaturas que los tratamientos con ácidos, pero los tiempos son más prolongados (Cauich, 

2016). 

            1.7.3.    Hidrólisis Enzimática 

 

La hidrólisis enzimática convierte la celulosa en glucosa y a la hemicelulosa en pentosas y 

hexosas mediante el uso de enzimas denominas celulasas y hemicelulosas. Existe tres grupos 

principales de celulosas que interviene en la hidrólisis de la celulosa: endoglucanasas, 

exoglucanasas (celobiohidrolasas) y β-glucosidasas.  

 

La endoglucanasa rompe los enlaces no covalentes presentes en la celulosa amorfa 

(Melendez et al., 2022), mientras que la exoglucanasa actúa sobre el extremo libre de la 

cadena de celulosa  liberando monómeros de glucosa, celobiosa y algunos oligosacáridos. La 

β-glucosidasa hidroliza los disacáridos en glucosa. (R.C. Saxena, D.K. Adhikari, 2009).  Las 

celulasas son producidas a partir de varios microrganismos como hogos (Trichoderma reesei, 

Aspergillus fumigatus, Scleorotium rolfsii y fusarium solani) o de bacterias (Clostridium 

thermocellum, Ruminococcus albus) (Siva et al., 2022). 

 

Las hidrólisis ácidas y alcalinas son más contaminantes que este proceso, pero la desventaja 

es que las enzimas son costosas y el tiempo de hidrólisis es prolongado en comparación con 

otros métodos (Saini et al., 2015). Existen algunos factores afectan al proceso de 

sacarificación aquellos que están relacionados con las enzimas como la carga enzimática y 

la temperatura y aquellos que se relacionan con la concentración de los sustratos para que las 

enzimas ingresen a la celulosa (Sun et al., 2016). 
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      1.8. Fermentación con levadura Saccharomyces Cerevisiae  

 

El proceso de fermentación alcohólica se da principalmente por levaduras del tipo 

Saccharomyces Cerevisiae, este tipo de levaduras prefiere a la glucosa como sustrato, 

obteniendo etanol, dióxido de carbono y otros subproductos como ácido acético.  La 

conversión se representa mediante la ecuación de Gay-Lussac (Mora, 2014). 

 

Ecuación 1.  Ecuación de Gay-Lussac 

 

𝐶6𝐻12𝑂6 → 2𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 

 

𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 → 2𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 + 2 𝐷𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑟𝑏𝑜𝑛𝑜 

 

Balance energético de la fermentación se puede representar de la siguiente forma (Mora, 

2014).  

 

Ecuación 2.  Representación del balance energético  

 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐴𝐷𝑃 + 2𝐻3𝑃𝑂4 → 2𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 + 2𝐴𝑇𝑃 + 2𝐻2𝑂 

 

La desventaja de usar estas levaduras es que no poseen afinidad por otros azúcares como la 

xilosa provocando un déficit en la obtención de etanol (Salvachúa, 2013).El rendimiento 

teórico a partir de azúcares fermentables como la glucosa, fructuosa, es aproximadamente de 

0.51kg de etanol y 0.49 kg de dióxido de carbono. Para la óptima fermentación se debe 

considerar algunos factores, los azúcares obtenidos en la hidrólisis debe ser menor al 25% 

m/v pues la levadura se estresa debido a la falta de agua, este tipo de levadura no soporta un 

contenido de etanol mayor al 15% m/v con un porcentaje mayor muere. La temperatura 

óptima para fermentar es de 25 °C, un pH menor a 3.5 la levadura no puede realizar un 

correcto metabolismo. Además, es importante adicionar nutrientes en bases nitrogenadas 

para mejorar la fermentación(Aditiya et al., 2016).   
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      1.9. Destilación simple  

 

La destilación es el proceso de separación de una mezcla líquida por vaporización parcial. Se 

basa en aplicar calor donde el componente más liviano se concentra en el destilado. Al 

eliminar el agua presente en el etanol, se obtiene un producto de mayor pureza. Se destila por 

diferencia de temperaturas donde el etanol se evapora a 78.2 °C este se condensa y se obtiene 

etanol como un grado alcohólico mayor al que está presente en el producto después de la 

fermentación. Otro proceso que se realiza es la destilación de membrana, destilación 

azeotrópica, deshidratación química, la destilación por adsorción para mejorar costos 

(Segovia-Hernandez, 2018). 
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CAPITULO II: METODOLOGÍA 

 

      2.1. RECOLECCIÓN DE MATERIA PRIMA 

 

La recolección de las vainas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) se realizó en las parroquias 

Nulti, Deleg y el Valle después de la cosecha del maíz, fréjol y habas en el mes de junio, 

después se escogió el fréjol canario conocido como “poroto bola”, sin presencia de 

descomposición, posteriormente se desgrano para obtener solo las vainas de fréjol que se 

encuentran en estado seco, la cantidad materia prima recolectada fue de 2 Kg. 

 

      2.2. CARACTERIZACIÓN DE LAS VAINAS DE FRÉJOL 

 

            2.2.1.    Acondicionamiento de la materia prima 

 

La muestra se secó y molió para obtener mayor superficie específica e incrementar el ataque 

del ácido sobre la materia lignocelulósica. Para lo cual se requirió secar la muestra en una 

estufa a 60 °C por 3 horas, y luego se realizó una molienda y tamizado por la malla 60 ASTM 

(para obtener un tamaño de partícula de 0.250 mm). 

 

            2.2.2.    Determinación de la Humedad 

 

La humedad de la muestra ya acondicionada se determinó el método Gravimétrico por 

diferencias de pesos. 

Procedimiento: 

 

Se pesó 3 g de muestra previamente acondicionada, en una cápsula de porcelana, la cual se 

colocó en la estufa (Memmert) durante 24 horas a una temperatura de 105°C, una vez 

transcurrido este tiempo se extrae la muestra de la estufa y se deja enfriar en el desecador, 

posteriormente se pesa en una balanza analítica (Sartorius) y se calcula la humedad utilizando 

la Ecuación 3. Este ensayo se efectúo por duplicado. 
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Ecuación 3. Porcentaje de Humedad 

 

% 𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 =
𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑎 − 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎

𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑎
∗ 100 

 

            2.2.3.    Determinación de las Cenizas 

 

Mediante el procedimiento NREL/TP-510-42622 se procedió a determinar las cenizas de esta 

materia lignocelulósica. 

 

Procedimiento: 

 

Previo al proceso se secó el crisol de porcelana en la mufla a 500 °C durante 5 horas, 

finalizado el tiempo se dejó enfriar el crisol en el desecador y se determinó el peso. Luego 

en una balanza analítica (Sartorius) se pesó 1 g de muestra ya acondicionada, en una capsula 

de porcelana, para evitar que los humos afecten a la mufla en una placa calefactora (Presto) 

se colocó el crisol con muestra a máxima potencia hasta que la muestra se carbonizó por 

completo y no hubo presencia de humo. A continuación, se colocó en la mufla la muestra 

carbonizada a 575 °C por 24 horas. Tras finalizar el tiempo se enfrió el crisol en el desecador 

y se pesó. Finalmente se determinó las cenizas mediante la Ecuación 4. El ensayo se efectuó 

por duplicado. 

 

Ecuación 4. Porcentaje de Cenizas 

 

%𝐶𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙
∗ 100 

 

            2.2.4.    Determinación de Extractos 
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Es importante que la muestra se encuentre libre de extractos para determinar la celulosa, 

lignina y hemicelulosa para evitar interferencias. El método que se aplicó para la 

determinación de extractos en biomasa se enfocó en el procedimiento NREL/TP-510-42619.  

 

Procedimiento:  

 

Previo a la determinación de extractos se secó y pesó la cápsula de porcelana vacía. En una 

balanza analítica (Mettler Toledo) se pesó 4,25 g de muestra en papel filtro para formar un 

cartucho y se colocó en el equipo Soxhlet. En una probeta se midió 110 ml de agua destilada 

y se colocó en el matraz de fondo plano cuello esmerilado de 250 ml, este a su vez se colocó 

en el extractor de Soxhlet. Se encendió la placa calefactora y desde la ebullición se esperó 4 

sifonamientos. Después de los 4 sifonamientos se desechó el agua del matraz y se medió 110 

ml de alcohol absoluto al 99% se colocó en el matraz y se realizó 4 sifonamientos más, en 

total fueron 8 sifonamientos. Cuando el color del extracto ya desapareció se colocó la muestra 

libre de extractos en la cápsula y se lavó la muestra con agua destilada hasta pH neutro. 

Cuando la muestra llego al pH deseado se secó en una estufa (Memmert) a 105 °C hasta 

obtener peso constante. Finalmente se determinó el porcentaje de extractos solubles con la 

Ecuación 5. El ensayo se realizó por duplicado en total son cuatro muestras. 

 

Ecuación 5. Porcentaje de Extractos 

 

%𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔) − 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 sin 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔)
∗ 100 

 

            2.2.5.    Determinación de la Lignina Klason 

 

El método que se usó para determinar la lignina Klason estuvo basado en la norma TAPPI 

222 om-88 el cual consistió en realizar dos hidrólisis una con ácido sulfúrico al 72% y la otra 

con ácido sulfúrico al 4%. 
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Procedimiento: 

Se pesó 1 g de muestra libre de extractos. Luego en un vaso de precipitación se añadió la 

muestra más 15 ml de H2SO4 al 72% manteniendo en agitación y en baño María a 20 °C, 

aproximadamente 2 horas hasta que se observó la muestra obscura. Después se trasvasó el 

contenido del vaso de precipitación a un matraz de fondo plano cuello esmerilado de 500 ml 

y se añadió 560 ml de agua destilada caliente para obtener H2SO4 al 4%. A continuación, se 

armó el refrigerante y se llevó a ebullición la muestra durante 4 horas (reflujo). Pasado este 

tiempo se decantó la muestra para facilitar la filtración. Luego se filtró y se lavó el residuo 

sólido con agua destilada caliente. Posteriormente se secó la muestra en una estufa 

(Memmert) a 105 °C hasta obtener peso constante. Finalmente se determinó el contenido de 

lignina aplicando la Ecuación 6. El procedimiento se realizó por triplicado. 

 

Ecuación 6. Porcentaje de Lignina 

 

%𝐿𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 (𝑔)
∗ 100 

 

            2.2.6.    Determinación de Celulosa 

 

El método para determinar la celulosa se basó en el procedimiento de Kurschner & Hoffer 

con la muestra libre de extractos se realizó dos digestiones una con etanol y otra con ácido 

nítrico concentrado, después se saturó la muestra con acetato de sodio y agua destilada. 

 

Procedimiento:  

Se pesó 1 g de muestra libre de extractos y se colocó en un matraz fondo plano de 250 ml, al 

matraz se añadió 20 ml de etanol al 99% y 5 ml de ácido nítrico concentrado. Luego se armó 

el refrigerante y se dejó hervir en baño María por 30 minutos a reflujo. Finalizado ese tiempo 

se filtró la solución. El residuo sólido se sometió a una segunda digestión con 20 ml de etanol 

al 99% y 5ml de ácido nítrico concentrado, durante 30 minutos a reflujo. Después se filtró la 

solución y el residuo sólido se sometió a una tercera digestión con 100 ml de agua destilada 
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durante 1 hora. Pasado este tiempo se filtró la solución y se lavó, primero con agua destilada 

caliente, luego con 100 ml de solución saturada de acetato de sodio y finalmente con 500 ml 

más de agua destilada caliente. Posteriormente se secó el residuo en una estufa a 105 °C hasta 

peso constante. Finalmente se determinó el porcentaje de celulosa aplicando la Ecuación 7. 

El ensayo se realizó por duplicado.  

 

Ecuación 7. Porcentaje de Celulosa 

 

% 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠𝑎 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑜 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 (𝑔)
∗ 100 

 

            2.2.7.    Determinación de la Holocelulosa 

 

La holocelulosa es una fracción de carbohidrato insoluble en agua compuesta por la suma de 

celulosa y hemicelulosa (Gao et al., 2022). Los métodos para determinar la hemicelulosa son 

muy complejos por lo cual es recomendable determinar la holocelulosa, este procedimiento 

se lo realizó por el método de Wise el cual consistió en someter a la muestra libre de extractos 

a una disolución de clorito de sodio y ácido acético en un baño de agua. La determinación de 

la hemicelulosa se realizó por la diferencia entre la holocelulosa y la celulosa. 

 

Procedimiento:  

Se pesó 2 g de muestra libre de extractos y se colocó en un Erlenmeyer de 500 ml, se añadió 

160 ml de agua destilada, 1g de clorito de sodio y 0,2 ml de ácido acético glacial, en un baño 

maría entre (70 - 80) °C por una hora. Nuevamente se añadió 1 g de clorito de sodio y 0,2 ml 

de ácido acético glacial, manteniendo la temperatura indicada. Esta acción se realizó por lo 

menos tres veces durante mínimo tres horas, hasta que la muestra se tornó blanca. Luego se 

debe esperar una hora tras la última adición y enfriar en un baño de hielo. Posteriormente se 

filtró y lavó el residuo sólido con 500 ml de agua destilada fría y se colocó la muestra en una 

cápsula de porcelana previo peso conocido y se secó en la estufa a 105 °C durante 8 horas, 
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hasta peso constante. Finalmente se determinó la holocelulosa mediante la Ecuación 8. Se 

realizó el ensayo por duplicado. 

 

Ecuación 8. Porcentaje de Holocelulosa 

 

% 𝐻𝑜𝑙𝑜𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑎 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠 (𝑔)
∗ 100 

 

            2.2.8.    Determinación de la Hemicelulosa 

 

Al obtener el valor de la celulosa y la holocelulosa se puede determinar la hemicelulosa al 

realizar la diferencia entre la holocelulosa y la celulosa.  

 

Ecuación 9. Porcentaje de Hemicelulosa 

 

%HEMICELULOSA = %HOLOCELULOSA − %CELULOSA 

 

      2.3. HIDRÓLISIS ÁCIDA 

 

            2.3.1.    Pretratamiento Alcalino 

 

Los pretratamientos alcalinos son efectivos para la solubilización de la lignina eximiendo 

una menor solubilización de celulosa y hemicelulosa. Por lo que el proceso que se desarrolló 

es el descrito por M. Gonzales (2011). 

 

Procedimiento:  

Se mezcló 10 g de vainas de fréjol con 100 ml de hidróxido de sodio al 0.5% después se 

calentó la muestra a temperatura de 121°C, durante 60 minutos, se enfrió a temperatura 

ambiente. Se lavó la muestra hasta que el pH del agua de lavado se aproximó a la neutralidad. 
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Se secó en la estufa (Memmert) a 70 °C durante 24 horas. Finalmente se almacenó a 

temperatura ambiente en frascos de vidrios cerrados herméticamente.  

 

            2.3.2.    Diseño factorial 2k 

 

                  2.3.2.1.   Hidrólisis ácida con ácido sulfúrico diluido 

 

Para la obtención de azúcares simples se realizó la hidrólisis de la celulosa y hemicelulosa 

para liberar la glucosa y otros azúcares.  

 

Procedimiento: 

El proceso para la hidrólisis se realizó en una autoclave (All-american) en el cual se colocaron 

frascos autoclavables de 250 ml sellados con las diferentes muestras. Luego de la hidrólisis 

se separó la parte sólida de la parte líquida con una centrifugadora (Centrifugue 80-3). Se 

recomienda pasar por el papel filtro para eliminar cualquier residuo. Se realizó cada 

experimento por triplicado. 

 

                  2.3.2.2.    Diseño factorial 2k 

 

Los diseños factoriales son ampliamente utilizados en los procesos de producción basada en 

herramientas matemáticas y estadísticas, lo cual servirá para evaluar la producción de 

azúcares totales, el objetivo es filtrar las variables del proceso para saber cuál de ellas produce 

una variación significativa en la respuesta lo que permitirá seleccionar la mejor opción para 

maximizar la producción de azúcares totales. 

 

El diseño factorial, se evalúan 3 factores que son: Temperatura, Tiempo y Concentración A, 

B y C respectivamente, que estarán a dos niveles cada uno, lo que implicaría 8 combinaciones 

que son representadas en un cubo. La notación de los signos + (positivo) y – (negativo) 

representa los niveles de los factores alto y bajo. 
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 Variables Controladas 

Como variables controladas se tomó en cuenta la Temperatura: Es importante ya que el 

incremento de la temperatura del medio de reacción para una determinada concentración 

permite un mayor rendimiento en la hidrólisis. Tiempo: En este proceso es muy importante 

el tiempo, ya que si se tiene tiempos largos puede conducir a la degradación y si se tiene 

tiempos muy cortos no es suficiente para hidrolizar todos los polisacáridos y por último la 

concentración de ácido: Aquí se analiza la concentración de ácido sulfúrico debido a que los 

rendimientos van a depender de la concentración, el ácido concentrado da mayor rendimiento 

que el ácido diluido. 

 

Variable Dependiente  

Concentración de azúcares totales: es la variable repuesta a medir que depende de la 

composición de las vainas de fréjol y de la combinación de las variables controladas. 

Los niveles elegidos para cada factor, se apoyó en revisiones bibliográficas basadas en 

hidrólisis ácida, como, por ejemplo: Cortez-acosta et al. (2008) en la investigación que 

realizan para Obtención de azúcares fermentables por hidrólisis ácida de la paja de frijol 

utilizaron  tres soluciones acuosas de H2SO4 (1, 3 y 5.0% en peso), tres niveles de temperatura 

(90°, 105° y 120°C) y cinco tiempos (5, 10, 20, 40 y 80 min). Loja Sánchez, (2016) en su 

investigación con los residuos de cascarilla de arroz utilizó una temperatura 100°C-150°C, 

durante un tiempo de 10min-15min y a una concentración de 1,5%-2%. 

 

Tabla 2.  Factores y niveles de cada variable 

Factor Bajo Alto 

Temperatura (°C) 105 120 

Tiempo (minutos) 30 60 

Concentración del ácido 

sulfúrico (%p/p) 
3 

5 

Respuesta (g/L) Azúcares totales Azúcares totales 
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Tabla 3.  Factores y niveles centrales 

Factor Centrales 

Temperatura (°C) 112.5 

Tiempo (minutos) 45 

Concentración del ácido 

sulfúrico (%p/p) 
4 

Respuesta (g/L) Azúcares totales 

 

     Combinación de factores 23 

 

Tabla 4.  Combinación de factores de acuerdo al diseño factorial 23 

Muestras 
Temperatura 

(°C) 

Tiempo 

(min) 

Concentración de 

ácido (%) 

1 105 30 3 

2 120 30 3 

3 105 60 3 

4 120 60 3 

5 105 30 5 

6 120 30 5 

7 105 60 5 

8 120 60 5 

9 105 30 3 

10 120 30 3 

11 105 60 3 

12 120 60 3 

13 105 30 5 

14 120 30 5 

15 105 60 5 

16 120 60 5 

17* 112.5 45 4 

18* 112.5 45 4 

*  Valores centrales 

 

            2.3.3.   Determinación de azúcares totales 

 

Para conocer la cantidad de azúcares totales presentes en la muestra obtenida en la hidrólisis 

ácida se realizó un ensayo colorimétrico por el método de Du Bois conocido también como  
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método de fenol - ácido sulfúrico. El fenol en presencia de ácido sulfúrico se puede usar para 

la determinación colorimétrica cuantitativa de azúcares y sus derivados metílicos. El método 

es simple, rápido y significativo y da resultados reproducibles (Dubois et al., 1956). 

 

Procedimiento: 

En una cámara de extracción de humos se preparó una solución de fenol al 5 % (p/v). 

Posteriormente se preparó la disolución patrón con glucosa (1 µg/ml). Luego se determinó la 

curva patrón con los respectivos estándares en el espectrofotómetro UV-visible (Jenway). En 

cada tubo de ensayo se colocó 2 ml de cada muestra de los hidrolizados, 1 ml de fenol al 5% 

y 5 ml de ácido sulfúrico concentrado al 94%. Se deja reposar las muestras durante 10 

minutos y se agitan los tubos de ensayo por 30 segundos. Luego se colocan los tubos de 

ensayo en baño maría con hielo por 20 minutos. Finalizado el tiempo de baño maría se midió 

la absorbancia en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 490 nm. Se realizó el ensayo 

por triplicado 

 

      2.4. FERMENTACIÓN 

 

La fermentación alcohólica con Saccharomyces Cerevisiae es de vital importancia, puesto 

que existen varias condiciones de trabajo que afectarían el desempeño de la transformación 

de azúcares a etanol, que es el producto deseado, actúa en un medio anaerobio, se realizó la 

activación de la levadura y la fermentación. 

 

           2.4.1.   Activación de la levadura 

 

Para la activación de la levadura Saccharomyces Cerevisiae, se midió en un vaso 25 ml de 

agua destilada luego se pesó en una balanza analítica 7 g de levadura y se calentó el vaso que 

contiene el agua destilada hasta que la temperatura llegue a 40°C se le adicionó la levadura 

y se mezcla y se dejó reposar durante 20 min. 
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Procedimiento: 

La fermentación se desarrolló en un biorreactor de fermentación marca (Biotrón Smart GX), 

se realizó 3 ensayos, donde se fermentó 2.5L de cada muestra dejando libre un volumen de 

1 L los cuales se utilizó para la adición de ácido HCl y base NaOH para la regulación de pH. 

El proceso de la fermentación se realizó con los siguientes parámetros: temperatura de 35 °C 

a 150 rpm, tiempo de 6 horas, con la adición de levadura Saccharomyces Cerevisiae 7 g y 

por último el pH (3.5) el mismo que debe ser controlado con ácido clorhídrico (HCl) 1N o 

base hidróxido de sodio (NaOH) 1N.  

 

           2.4.2.   Determinación del contenido de alcohol 

 

Durante y después del proceso fermentativo se requiere determinar el contenido de etanol 

para lo cual se realizó mediante el método de Winnick que está basado en la micro difusión 

de Conway. 

 

Procedimiento: 

Para la determinación se tomó una muestra de 7 ml del sustrato que se encuentra fermentando 

en tubos vacutainer de plástico, luego esta muestra se centrifugó a 1500 rpm durante 10 min 

terminada la centrifugación se tomó el líquido sobrenadante que sirvió para hacer la dilución 

respectiva, luego se colocó 2 ml de la muestra previamente diluida en el compartimiento A 

de la caja bipetri y se midió 2 ml de carbonato de potasio K2CO3 (20%)  y se colocó en el 

compartimiento A de la caja bipetri, con agitación suave mezclar los reactivos. También se 

midió 1 ml de dicromato de potasio K2Cr2O7 (0.4 N) preparado en ácido sulfúrico H2SO4 

(10N) y se colocó en el compartimiento B de la caja bipetri y se cerró la caja bipetri 

herméticamente, utilizando cinta aislante, se colocó las cajas bipetri en el secador a una 

temperatura de 50°C o 125°F durante al menos 2 horas. 

 

Una vez transcurrido este tiempo se procede a retirar el cierre hermético de las cajas bipetri 

para destaparlas, se colocó 1 ml de yoduro de potasio KI (3N) y 3 gotas de indicador de 

almidón en la cámara B de la caja bipetri y se mezcló bien los reactivos en la cámara B de la 
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caja bipetri luego se valoró la solución con Na2S2O3 (0,1N) con agitación constante hasta que 

se dé el viraje de color a azul, se registró el volumen de tiosulfato de sodio Na2S2O3 

consumido. El ensayo se realizó por duplicado para corroborar los resultados 

Nota: Cuando hayan transcurrido 2 horas en el desecador si el color de la cámara B de la caja 

bipetri es azul se debe descartar dicha muestra y luego tomar otra muestra y realizar una 

dilución más. Si el reactivo presenta un color verde, verde amarillento u ocre se procede a 

titular la muestra. 

 

Ecuación 10. Concentración de Etanol 

 

𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 =
𝑁 ∗ (𝑉𝑏 − 𝑉𝑚)

𝑉𝑀
∗ 11.51 

 

Donde: 

N: Normalidad del tiosulfato de sodio 

Vb: Volumen de Na2S2O3 consumido en la titulación del blanco (ml) 

Vm: Volumen de Na2S2O3 consumido en la titulación de la muestra problema (ml) 

VM: Volumen de muestra utilizada en la experimentación (2ml) 

 

              2.4.3    Método del Picnómetro 

 

El picnómetro es utilizado para determinar con precisión la densidad de líquidos su 

característica fundamental es la de mantener un volumen fijo al ser colocado diferentes 

líquidos en su interior (Alberto Arenas, 2011). 

 

Procedimiento: 

Se peso el picnómetro vacío en la balanza analítica luego se pesó el picnómetro con agua 

destilada y a continuación el picnómetro con la muestra. Finalmente se determinó mediante 

la Ecuación 11.  El ensayo se realizó por duplicado. 
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Ecuación 11. Densidad Alcohol 

 

𝝆𝒎𝒖𝒆𝒔𝒕𝒓𝒂 =
𝒑(𝒑+𝒎) − 𝒑(𝒑𝒗) 

𝒑(𝒑+𝒂) − 𝒑(𝒑𝒗) 
∗ 𝝆𝑯𝟐𝑶 

 

Donde: 

𝑝(𝑝+𝑚) = Peso del picnómetro + muestra. 

𝑝(𝑝+𝑎) = Peso del picnómetro + H2O destilada. 

𝑝(𝑝𝑣) = Peso del picnómetro vacío. 

 𝜌𝐻2𝑂= Densidad del agua destilada. 

 

      2.5. MODELO CINÉTICO 

 

La ecuación de Gompertz Modificado se ha utilizado para los estudios de producción de 

etanol. Este modelo se aplicó para predecir la formación del producto por lo que presenta la 

velocidad máxima de producción del producto (𝑟𝑝.𝑚), la máxima concentración de etanol 

(𝑃𝑚𝑎𝑥) y el periodo de retraso (𝑡𝐿). 

 

Ecuación 12. Ecuación de Gompertz 

 

𝑃 =   𝑃𝑚𝑎𝑥. exp [− exp (
𝑟𝑝.𝑚. exp(1)

𝑃𝑚𝑎𝑥
) (𝑡𝐿 − 𝑡) + 1]  

 

El objetivo fue comparar los datos experimentales obtenidos durante la fermentación con el 

modelo y ver la semejanza de los resultados en la producción del etanol para lo cual se utilizó 

el método de mínimos cuadrados no lineales de Marquardt en el programa MATLAB. 
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      2.6. DESTILACIÓN SIMPLE  

 

La columna de destilación permite separar, por evaporación, el etanol del cultivo de 

fermentación. Este proceso se realiza por la diferencia de puntos de ebullición que posee el 

agua y el etanol. La mezcla se calienta hasta 78.2 °C para lograr evaporar el etanol, luego se 

condensa y se obtiene un producto de mayor pureza con menor presencia de agua.  

 

Procedimiento: 

Para la destilación, se armó el equipo de destilación que consta en hornilla, matraz, 

refrigerante, balón, soportes metálicos y las pinzas, se procedió a colocar la muestra en el 

Balón de destilación y con ayuda del termómetro se verificó la temperatura de 78.4°C.  
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CAPÍTULO III: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

       3.1. Caracterización de las vainas de fréjol 

 

Los resultados obtenidos de los métodos expuestos en el capítulo anterior para determinar la 

composición química de las vainas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) se muestra en la Tabla 

5. 

Tabla 5.  Composición de la principal estructura química de las vainas de fréjol 

Componente % Peso 

Humedad 6,667 

Cenizas 6,862 

Extractos Solubles 22,562 

Lignina Klason 6,698 

Celulosa 36,472 

Holocelulosa 64, 725 

Hemicelulosa 28,253 

 

La celulosa y la hemicelulosa son los principales sustratos para la producción de bioetanol, 

la glucosa que es principal azúcar para la fermentación se obtiene de la celulosa (Equihua 

Sanchez, 2013). El porcentaje de celulosa es el predominante con 36,472% seguida por la 

hemicelulosa 28,253%, lo que indica que existe una importante fuente de carbono para 

obtener el etanol.  La humedad obtenida es relativamente baja 6,667%  en comparación con 

la paja de trigo (8,4%), vaina de arveja (7,3 %) y bagazo de maíz (9,7%) (Sevilla, 2015), la 

materia prima usada son vainas de fréjol en estado seco lo cual justifica este valor, en cuanto 

a los demás resultados se observa que, el porcentaje de  lignina es bajo 6,698% por lo que 

habrá menor resistencia del material a la hidrolisis ácida (Tiburcio León, 2019). Con lo que 

respecta a los extractos solubles se obtiene una cantidad considerable 22,562%.  Por último, 

las cenizas con 6,862% representan la parte que no se va a hidrolizar. 

Autores como Gonzáles Rentería et al. (2011) en la caracterización de cuatro variedades de 

vainas de fréjol reportaron valores de celulosa 30,64%, de hemicelulosa 23,14% y lignina 

9,35%. Mientras que Villa Gómez et al. (2020) en la caracterización del fréjol negro conocido 
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como “Negro San Luis” obtuvieron valores de 31,13% de celulosa, 23,92% de hemicelulosa 

y 9,70% lignina. Okot et al. (2019) obtuvo valores de una mezcla de varios tipos de paja de 

fréjol de 21,4% de celulosa, 21,4% de hemicelulosa, 10,2% de lignina y 6,8% de cenizas, en 

comparación con los valores obtenidos en esta investigación difiere con los valores 

reportados por los autores mencionados anteriormente, pues el análisis se realizó en un tipo 

específico de fréjol mientras que en bibliografía los análisis fueron realizados de mezclas de 

varios tipos de fréjol y otra variedad fréjol.   

 

      3.2. Hidrólisis Ácida 

             

            3.2.1.    Curva de calibración de glucosa 

 

En la figura 9 se muestra la curva de calibración de azúcares totales, con los datos obtenidos 

del método colorimétrico fenol – ácido sulfúrico. Se representa la absorbancia en (nm) frente 

a la concentración de azúcar en g/L. Se utilizo glucosa como estándar. 

 

 

Figura 9. Curva de calibración para la medición de azúcares totales 
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Se obtuvo un coeficiente de correlación alto R2 = 0,995, en la curva patrón realizada se toman 

las absorbancias obtenidas a la longitud de onda de 490 nm de las diferentes muestras y se 

remplaza en la ecuación de la curva para determinar la concentración de azúcares totales en 

la muestra. 

 

            3.2.2.    Matriz de diseño factorial 23 -Variable respuesta 

 

La matriz estándar se representa en la Tabla 6 con los resultados obtenidos de las diferentes 

combinaciones de los tres factores, ocho corridas experimentales, con una réplica y dos 

puntos centrales. 

Tabla 6.  Azúcares totales obtenidos en base al diseño factorial  

Orden 

estándar 

Temperatura 

(°C) 

Tiempo 

(min) 

Concentración de 

H2SO4 (%) 

Azúcares Totales 

(g/L) 

1 105 30 3 5,972 

2 120 30 3 28,038 

3 105 60 3 16,533 

4 120 60 3 29,836 

5 105 30 5 10,736 

6 120 30 5 20,039 

7 105 60 5 21,342 

8 120 60 5 27,139 

9 105 30 3 5,029 

10 120 30 3 27,454 

11 105 60 3 16,713 

12 120 60 3 29,656 

13 105 30 5 7,815 

14 120 30 5 26,330 

15 105 60 5 22,600 

16 120 60 5 26,240 

17* 112,5 45 4 18,316 

18* 112,5 45 4 19,859 

* Valores centrales: 17* 18* 

 

Balat, (2011) indica que para recuperar azúcares de seis carbonos los sólidos se someten a 

temperaturas más altas pero las concentraciones del ácido son más suaves Es por eso que la 

mayor concentración de azúcares totales se obtuvo en las condiciones de temperatura            

120 °C, durante 60 min y una concentración de ácido 3%, por lo tanto, el proceso 
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fermentativo se realizó con el líquido hidrolizado con la mejor combinación de los tres 

factores tiempo, temperatura, concentración de ácido sulfúrico.  

 

            3.2.3.    Rendimiento de azúcares totales 

 

El rendimiento de la concentración de azúcares totales se calcula a partir de la materia 

hemicelulósica que posee la materia prima los resultados obtenidos de la cuantificación se 

presentan en la Tabla 7 (Anexo 1). 

 

Tabla 7.  Rendimiento de los azúcares totales obtenidos después de la hidrólisis ácida  

Muestra Rendimiento (%) 

1 11,11 

2 52,13 

3 30,74 

4 55,48 

5 19,96 

6 37,26 

7 39,68 

8 50,46 

9 9,35 

10 51,05 

11 31,08 

12 55,14 

13 14,53 

14 48,96 

15 42,02 

16 48,79 

17 34,06 

18 36,93 

 

El máximo rendimiento obtenido es de 55,48% lo que demuestra una baja conversión de 

celulosa a azúcares simples en la hidrólisis ácida, aunque se realizó un pretratamiento 

alcalino no se logra un alto rendimiento. Gonzáles Rentería et al. (2011) obtuvo una 

sacarificación del 98,95%, pero para lograr este resultado en la hidrólisis trabajaron con un 

cóctel de enzimas celulasas, además en el pretratamiento que realizan fue a una temperatura 

de 121 °C mientras que la temperatura alcanzada en este trabajo fue de 110 °C. Sin embargo 
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Cortez-Acosta et al. (2008) reporta un máximo de conversión de azúcares reductores de 23% 

lo cual explica que por cada gramo de paja de fréjol se obtiene 0.23 g de azúcares reductores 

dato que es muy cercano a los datos obtenidos en esta investigación que es de 0.27 g de 

azúcares totales por gramo de vaina de fréjol. 

 

            3.2.4.    Análisis de varianza 

 

El análisis de la varianza (ANOVA) se presenta en la Tabla 8 donde se muestra todos los 

efectos. Si el valor-p es menor al nivel de significancia (α = 0.05) se rechaza la hipótesis nula 

y se considera que el efecto es significativo o influye en la variable respuesta. Se trabajó con 

un nivel de confianza de 95%. 

 

Tabla 8.  Análisis de varianza de la variable respuesta  

Fuente  GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Modelo 8 1102,49 137,811 45,79 0,000 

  Lineal 3 944,42 314,806 104,60 0,000 

    Temperatura (°C) 1 728,89 728,892 242,18 0,000 

    Tiempo (min) 1 214,96 214,960 71,42 0,000 

    Concentración (%) 1 0,57 0,566 0,19 0,675 

  Interacciones de 2 términos 3 156,28 52,092 17,31 0,000 

    Temperatura*Tiempo 1 83,84 83,841 27,86 0,001 

    Temperatura*Concentración 1 70,07 70,065 23,28 0,001 

    Tiempo*Concentración 1 2,37 2,369 0,79 0,398 

  Interacciones de 3 términos 1 0,00 0,001 0,00 0,985 

   Temperatura*Tiempo*Concentración 1 0,00 0,001 0,00 0,985 

  Curvatura 1 1,79 1,794 0,60 0,460 

Error 9 27,09 3,010   

Total 17 1129,58    

 

La temperatura y el tiempo son factores que tienen un efecto significativo en la variable 

respuesta por lo cual se rechaza la hipótesis nula. Las interacciones dobles AB y AC también 

rechazan las hipótesis nulas y afectaron a la obtención de azúcares totales. La temperatura es 

el factor más significativo que influye en la variable respuesta, tanto solo como en las 

interacciones. La combinación de los tres factores en sus niveles altos (120 °C, 60 min, 5%  
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H2SO4) generó 27,139 g/L de azúcares lo que demuestra que no es conveniente incrementar 

el valor de la concentración de ácido, debido a que los azúcares tienden a degradarse a altas 

concentraciones de ácido y tiempos prolongados, provocando la formación de inhibidores 

(por ejemplo, furfural, ácido levulínico, fenol y otros) (Taherzadeh & Karimi, 2007). 

Autores como Montoya-Rosales et al. (2020) emplearon HCl al 2% v/v a la paja de fréjol de 

la variedad de fréjol conocido como “Negro San Luis” donde obtuvieron 14,58 g/L de 

azúcares totales este valor es inferior al de esta investigación donde se utilizó ácido sulfúrico 

y vainas de fréjol de la variedad de fréjol canario. Selvakumar et al. (2022) emplearon una 

concentración de H2SO4 al 3% y obtuvieron 55,4 mg/ml de glucosa a partir de la mazorca de 

maíz. Mientras que Casa (2018) obtuvo 18,7968 g/L de glucosa a partir de caña de maíz 

ocupando una concentración de H2SO4 al 1%. Además, en una investigación realizada por 

Bacca & Revelo (2020)  utilizaron HCl al 2% y obtuvieron 13,33 g/L de azúcares reductores 

a partir de almidón de papa, por lo que en la tabla ANOVA se demuestra que la concentración 

de ácido sulfúrico no es significativa debido a que en su nivel alto en vez de incrementar la 

variable respuesta disminuye su contenido, pero esto no significa que este factor no es 

importante solo que al aumentar su valor no afecta a la obtención de azúcares. 

Para este modelo el coeficiente de determinación obtenido es de R2 = 97,60% y R2ajus = 

95,47%. Estos coeficientes miden el porcentaje de variabilidad en los datos experimentales. 

Si se disminuye los errores experimentales o se elimina los efectos no significativos el valor 

de R2 se eleva.  

 

            3.2.5.    Análisis de gráficas 

 

Para una mejor comprensión del análisis de varianza se representa de forma gráfica las 

diferentes interacciones entre los efectos de los factores y sus interacciones obtenidas con la 

herramienta Minitab 19. 

. 
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                  3.2.5.1. Gráfica de efectos normales estandarizados 

 

En la Figura 10 se presenta los efectos y las interacciones en las cuales la hipótesis nula fue 

rechazada en el análisis de varianza. 

 

 
 

Figura 10. Gráfica de efectos normales estandarizados 

 

En la gráfica de efectos normales se observa que en los efectos significativos de color rojo 

coinciden con los datos proporcionados en el análisis ANOVA. Mientras más alejado este un 

efecto o la interacción de la recta de efecto-porcentaje más significativos son.  

Los efectos principales A temperatura y B tiempo son altamente significativos siendo el 

efecto A es de mayor significancia, pero es más importante evaluar las interacciones sobre 

todo la interacción AB pues a mayor temperatura y un tiempo más prolongado permite que 

exista un incremento de la variable respuesta. 
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En cuanto a la concentración C y a las interacciones BC y ABC no se rechaza la hipótesis 

nula y esto no tienen efecto en la variable respuesta por lo tanto son no significativos, ya que 

están más alineados a la recta efecto-porcentaje lo que denota normalidad. 

 

                  3.2.5.2. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados 

 

 
 

Figura 11. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados 

 

En el diagrama de Pareto se puede evidenciar de manera sencilla y visual la causa principal 

de una consecuencia, los aspectos son ordenados de mayor a menor frecuencia, en la cual se 

identifica que los factores de temperatura y tiempo (interacción temperatura-tiempo) son los 

más significativos en los azúcares totales ya que el incremento de la temperatura del medio 

de reacción permite un mayor rendimiento en la hidrólisis ácida y en tiempos muy cortos no 

es suficiente para hidrolizar todos los polisacáridos (Ávila Jiménez, 2015).  
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                  3.2.5.3. Gráfica de efectos principales 

 

Los efectos principales se representan de forma gráfica como en la Figura 12. Donde los 

niveles de cada factor están en el eje horizontal mientras que la media de la respuesta está en 

el eje vertical. 

 

 
 

Figura 12. Gráfica de efectos principales para azúcares totales 

 

La temperatura es el efecto más significativo cuando incrementa la temperatura de 105 a 120 

°C se obtiene mayor cantidad de azúcares totales, igual sucede con el tiempo pues en su nivel 

superior se eleva la variable respuesta, con respecto a la concentración si esta se incrementa 

su valor no afecta de manera significativa en la variable repuesta, mientras más horizontal se 

represente en la gráfica el efecto menos significativo.  
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                  3.2.5.4. Interacciones de los efectos principales 

 

 

 
 

Figura 13. Gráfica de interacción  

 

La gráfica de interacción para Azúcares Totales, representa:  

• Interacción Temperatura*Tiempo las líneas son paralelas entre sí, existe interacción 

entre los dos factores.  

• Interacción Temperatura*Concentrado no son paralelas entre sí, entonces existe 

intersección entre los dos factores. 

• Interacción Tiempo*Concentrado no son paralelas entre sí, existe intersección entre 

los factores.   

 

                  3.2.5.5. Diagrama de cubo 
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Cada una de las interacciones de cada experimento se muestran en la Figura 14. La cual 

representa de forma geométrica en un diagrama de cubo. 

 

 

Figura 14. Gráfica de cubo para los efectos 

 

En la gráfica se identifica que dos condiciones en las que se puede obtener mayor cantidad 

de azúcares totales una es (1, -1, -1) = (120 °C, 30 min, 3%) y (1, 1, -1) = (120 °C, 60 min, 

3%) con una cantidad de 29,746 g/L siendo este último valor el mayor resultado de la variable 

respuesta obtenida. 

 

      3.3. Fermentación 

 

            3.3.1.    Medición de Grados Brix 

 

La medición de los grados brix se realizó en un refractómetro donde se coloca una gota de la 

muestra fermentada y se leyó el valor que indica el instrumento. 
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Tabla 9.  Resultados de los grados Brix de los ensayos y su promedio 

Tiempo (h) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo3 Promedio brix 

0 6,2 6,5 6,3 6,3 

1 5,7 6 6 5,9 

2 5,5 5,8 5,7 5,7 

3 5,3 5,7 5,5 5,5 

4 5,1 5,3 5,3 5,3 

5 5,1 5,3 5,1 5,2 

6 5 5,3 5,1 5,1 

 

 

Figura 15. Curva de grados Brix del promedio de los ensayos 

 

En la Figura 15 se observa que la fermentación inicia con 6,3 °Brix y se termina con 5,1 

°Brix. A medida que pasa el tiempo de fermentación en el biorreactor los grados brix va 

disminuyendo esto se debe a la transformación de azúcares solubles a etanol y CO2 

(Salvachúa, 2013). El proceso de fermentación concluye cuando los grados Brix 

permanezcan constante.  
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            3.3.2.    Determinación de la concentración de etanol 

 

Determinación de etanol por el método de Winnick, se realizó durante la fermentación con 

un número de 7 muestras, presentados en la tabla 10.  

 

Tabla 10. Volumen consumido de tiosulfato de sodio durante la titulación  

Tiempo (h) 
Muestra 1 

Na2S2O3 (ml) 

Muestra 2 

Na2S2O3 (ml) 

Muestra 3 

Na2S2O3 (ml) 

0 2,117 2,067 2,100 

1 1,933 1,900 1,917 

2 1,717 1,733 1,600 

3 1,100 1,483 1,033 

4 1,617 1,850 1,650 

5 1,767 1,767 1,833 

6 1,967 1,967 1,867 

 

Tabla 11. Volumen consumido de tiosulfato de sodio del blanco   

Blanco Na2S2O3 (ml) 

1 2,10 

2 2,15 

3 2,10 

 

Se aplica la fórmula de Winnick: 

 

Ecuación 13. Winnick 

 

𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 =
𝑁 ∗ (𝑉𝑏 − 𝑉𝑚)

𝑉𝑀
∗ 11.51 
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Donde: 

N: Normalidad del tiosulfato de sodio 

Vb: Volumen de Na2S2O3 consumido en la titulación del blanco (ml) 

Vm: Volumen de Na2S2O3 consumido en la titulación de la muestra problema (ml) 

VM: Volumen de muestra utilizada en la experimentación (2ml) 

 

Tabla 12. Resultados obtenidos de etanol (g/L) 

Tiempo (h) 
Muestra 1 

Etanol (g/L) 

Muestra 2 

Etanol (g/L) 

Muestra 3 

Etanol (g/L) 

Promedio de 

Etanol (g/L) 

0 0 0 0 0 

1 1,06 0,96 1,06 1,027 

2 2,30 1,92 2,88 2,367 

3 2,88 7,00 2,59 4,157 

4 5,85 3,36 6,14 5,117 

5 2,01 1,73 2,59 2,110 

6 0,86 0,58 1,34 0,927 

 

 

 

Figura 16. Curva de la concentración de etanol (g/L) promedio durante la fermentación 
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Se puede observar el comportamiento del promedio de los 3 ensayos durante la fermentación 

en la Figura 16. Donde, los primeros datos de fermentación en los primeros tiempos de 1 h a 

4 h se tiene un incremento de concentración de etanol, ya que al utilizar la levadura 

Saccharomyces Cerevisiae fermentan fácilmente mono y disacáridos de 6 carbonos como la 

glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa. (Ávila Jiménez, 2015), en el tiempo de 5 h a 6 h se 

observa una disminución del contenido de etanol en gramos por litro, a medida que pasa el 

tiempo de fermentación existe una inhibición del crecimiento microbiano debido al etanol, 

causando una disminución en la producción de etanol. La tolerancia de etanol que llega a 

presentar ciertas levaduras depende del contenido de ácidos grasos que componen su 

membrana, ya que esta composición favorece o inhibe la excreción o producción del etanol. 

También si se tiene las concentraciones bajas de azúcares, disminuyen el crecimiento y la 

viabilidad de las levaduras debido a que ocasiona un estrés. Si el contenido de etanol alcanza 

un nivel suficientemente alto empieza a ser tóxico para la levadura. Las concentraciones 

límite dependen del tipo de azúcar, así como de la levadura utilizada (Mena Espino, 2011). 

Finalmente, al realizar los ensayos el contenido más alto de etanol es de 5,117 g/L para las 

vainas de fréjol.  

 

            3.3.3.   Rendimiento del Etanol  

 

Para determinar el rendimiento, se realizó mediante el resultado de azúcar total más óptimo 

el cual es de 29,836 (g/L) multiplicado por 0,51 g que se obtiene de etanol y 0,49 g de CO2 

para obtener la concentración teórica estequiométrico, los valores fueron cuantificados por 

Gay Lussac (Arellano Perales Carla, 2015), como se observa en (Anexo 3), luego se procede 

al cálculo del rendimiento.   

 

Ecuación 14. Ecuación del Rendimiento  

 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 % =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙(𝑔/𝐿)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑇𝑒𝑜𝑟𝑖𝑐𝑎 (𝑔/𝐿)
× 𝟏𝟎𝟎 
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Tabla 13. Rendimiento de etanol 

Tiempo (h) 
Etanol 

(g/L) 

Rendimiento 

(%) 

0 0,000 0,00 

1 1,027 6,75 

2 2,367 15,56 

3 4,157 27,32 

4 5,117 33,63 

5 2,110 13,87 

6 0,927 6,09 

 

Los rendimientos de bioetanol durante la fermentación de 6 horas, fueron en promedio del 

14,74%, lo que indica que, en el proceso de fermentación, los azúcares totales no fueron 

convertidos a etanol en su totalidad en todas las muestras; los rendimientos son menores al 

50% (Apaza & Ramírez, 2021).  

El valor más alto es la muestra durante 4 horas fue al obtener etanol del 5,117 g/L con un 

rendimiento de 33,63%, el rendimiento obtenido es superior al rendimiento de 11,4% en la 

producción de bioetanol mediante residuo lignocelulósicos de maíz con un tiempo de 

fermentación de 48 horas, la variación se debe al porcentaje de composición de la biomasa 

(Sánchez Arbeláez, 2018). Para la muestra con semillas de fréjol se tiene una eficiencia del 

71,3 - 79,2% con un contenido de etanol de 38,4 g/L (Pietrzak et al., 2016). La muestra de 

corteza de cacao tiene un rendimiento del 50% con un tiempo de fermentación de 3 días 

(Loayza Calva Kelly Noemy, 2020). En los proyectos citados se utiliza la levadura 

Saccharomyces Cerevisiae, lo que varía es el tiempo de fermentación en la que depende de 

las variables en temperatura, pH, rpm, también el pretratamiento que se utiliza cada una de 

ellas y el porcentaje de azúcares que posee.  

 

3.3.3.   Método del picnómetro  

 

Los resultados de método del picnómetro se presentan en la tabla 16 de las tres 

fermentaciones realizadas en esta investigación.  
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Ecuación 15. Densidad Alcohol 

 

𝝆𝒎𝒖𝒆𝒔𝒕𝒓𝒂 =
𝒑(𝒑+𝒎) − 𝒑(𝒑𝒗) 

𝒑(𝒑+𝒂) − 𝒑(𝒑𝒗) 
∗ 𝝆𝑯𝟐𝑶 

Donde: 

𝑝(𝑝+𝑚) = Peso del picnómetro + muestra. 

𝑝(𝑝+𝑎) = Peso del picnómetro + H2O destilada. 

𝑝(𝑝𝑣) = Peso del picnómetro vacío. 

 𝜌𝐻2𝑂= Densidad del agua destilada. 

 

Tabla 14. Peso del picnómetro más muestra. 

Muestra en tiempo 

de 4h 
Peso picnómetro + muestra (g) 

1 20,6966 

2 20,6887 

3 20,6865 

 

Peso del picnómetro vacío = 14,5804g 

Peso del picnómetro + H2O destilada = 20,7318g 

Densidad del agua destilada = 1 

  

Tabla 15. Densidad de Alcohol  

Muestra Densidad alcohol  

1 0,9930 

2 0,9943 

3 0,9926 
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Tabla 16. Concentración de Alcohol Gay Lussac 

Muestra  

 

Concentración de etanol 

(Grado Gay Lussac) 

1 4,85 

2 3,93 

3  5,15 

Promedio 4,64 

 

Como se puede observar en la tabla 16, el tiempo de 4 horas de cada fermentación (3 muestras 

fermentadas), se da la concentración de etanol grado Gay Lussac de 3,93, 5,15 y 4,85 

respectivamente, el promedio de grado de alcohol es de 4,64 en el tiempo de 4 horas de la 

fermentación, por lo que según la tabla 12 se puede ver que existe una diferencia en los 

métodos de obtención de etanol.  

 

            3.3.4.    Modelo Cinético ecuación de Gompertz Modificado 

 

El modelo de Gompertz modificado se ajustó de manera satisfactoria a los datos obtenidos 

experimentalmente con un R2 > 0,98. En la tabla 17, se expresa los resultados obtenidos 

durante la fermentación y los datos calculados.  

 

Tabla 17.  Datos de la concentración de etanol experimentales y calculados en el programa Matlab. 

Tiempo (h) 
Concentración de etanol (g/L) 

experimental 

Concentración de etanol (g/L) 

calculado 

0 0,000 0,0607 

1 1,0270 0,9671 

2 2,3670 2,7365 

3 4,1570 4,0449 

4 5,1170 4,6844 
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La concentración máxima de etanol obtenida experimentalmente fue de (Pmax = 5,117 g/L) 

y la calculada de (Pmax = 4,6844 g/L) este valor es menor probablemente por al tiempo de 

muestreo de los datos, ya que los valores se modificaban rápidamente además el ajuste del 

modelo es menor a 0,99 por lo que también influyen en los valores calculados mediante la 

ecuación de Gompertz modificado. La velocidad máxima de producción de etanol calculado 

es de( rpm = 1,430 g/ (L.h)). La gráfica del ajuste realizado con el modelo de Gompertz 

modificado se observa en la Figura 17. 

 

Figura 17. Curva de producción de etanol y ajuste de la ecuación de Gompertz 

modificado a los datos experimentales obtenidos durante el proceso de fermentación 

discontinua. 

 

            3.3.5.    Análisis y comparación  

 

Se realizó una comparación de los datos experimentales con los valores predichos por el 

modelo Gompertz, modificado empleado en el software Minitab. La función es y = x con 

base en el indicador estadístico R2 cuyo valor fue 0,986 y banda de confianza del 95%, se 
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pudo deducir que este modelo cinético puede predecir el comportamiento de este sistema en 

particular bajo las condiciones definidas. 

 

Figura 18. Correlación entre la concentración de etanol calculada por el modelo 

Gompertz modificado y los datos experimentales 

 

      3.4. Destilación del etanol 

 

La destilación simple es un proceso en el cual no se obtuvo una notable purificación del 

etanol obtenido después de la fermentación por lo cual es importante realizar una destilación 

fraccionada para obtener datos significativos en la Tabla 18 se muestra los resultados de la 

destilación simple la cantidad de etanol se realizó por el método de Winnick. 

 
Tabla 18.  Datos obtenidos de la destilación simple 

Muestra Etanol (g/L) 

1 6.139 

2 7.289 

3 6.522 
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La mayor cantidad de etanol que se obtuvo es de 7,289 g/L comparando este resultado con 

la obtención de bioetanol con otros residuos agroindustriales como la cascarilla de arroz 

donde Apaza & Ramírez, (2021) obtuvieron 11,71 g/L, mientras que  Rovere, (2019), obtuvo 

de los residuos de café 9,60 g/L de etanol, la cantidad de biocombustible obtenida para las 

vainas de fréjol es baja. 

 

Aunque la cantidad de azúcares totales es considerable no se obtuvo un buen rendimiento en 

el contenido de etanol, las razones son varias una de ellas es el tipo de levadura que se ocupa, 

pues la Saccharomyces Cerevisiae no fermenta pentosas con la xilosa (R.C. Saxena, D.K. 

Adhikari, 2009), que es posible encontrar en la cuantificación de azúcares totales, ya que se 

encuentra en la hemicelulosa compuesto considerable en la materia prima utilizada 
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CAPÍTULO IV: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

      4.1   CONCLUSIONES 

 

     En la caracterización de las vainas de frejol (Phaseolus vulgaris L.), se obtuvo 36,472% 

de Celulosa, 28,253% Hemicelulosa y 6,698% Lignina, siendo la celulosa la principal fuente 

para obtener azúcares fermentables. También se obtiene 6,667% Humedad, 6,862% Cenizas 

y 22,562% extractos solubles, todo esto puede ser usado con fines energéticos.  

     En la hidrólisis ácida, los mejores resultados obtenidos mediante el diseño factorial 23 

fueron en las condiciones de 120 °C, durante 60 min y 3% de ácido sulfúrico dando como 

resultado 29,836 g/L de azúcares totales. En el análisis de varianza (ANOVA), se evalúa el 

efecto de las variables en el proceso, teniendo un coeficiente de determinación de R2 = 

97,60% lo que explica la variabilidad en la generación de azúcares totales teniendo relación 

con las variables independientes.  

     El tiempo de fermentación duro 6 horas en cada uno de los ensayos. Se observo que, de     

1 h a 4 h incrementa el contenido de etanol y de 5 h a 6 h disminuye el contenido de alcohol, 

la mayor concentración de etanol se obtuvo en la segunda fermentación con un valor de       

7,00 g/L.  

     La simulación de la producción de etanol durante el proceso fermentativo con el modelo 

cinético de Gompertz Modificado demostró un buen ajuste con los datos experimentales 

obtenidos en la fermentación. La concentración máxima de etanol obtenida 

experimentalmente con el promedio de las tres fermentaciones realizada fue de Pmax = 5,117 

g/L y la calculada de  Pmax = 4,6844 g/L. 
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      4.2   RECOMENDACIONES 

 

• En la determinación de extractos se recomienda usar un método diferente al presentado 

en este trabajo pues el tiempo de determinación es demasiado prolongado debido al uso 

de agua. 

• Se recomienda experimentar con enzimas celulasas o un cóctel de enzimas en el proceso 

de hidrólisis y verificar si existe un incremento en el rendimiento azúcares totales.  

• En la etapa de fermentación se recomienda usar levaduras que puedan fermentar hexosas 

y pentosas como la Pichia stipitis junto con la Saccharomyces Cerevisiae (Gupta et al., 

2012), Unrean & Srienc, (2010) menciona el uso de cepas etanologénicas de Escherichia 

coli que consumen selectivamente pentosas y hexosas y así incrementar el contenido de 

etanol. Estudios más recientes han experimentado con el uso de bacterias anaerobias 

como la Caloramator boliviensis que puede convertir las hexosas y pentosas en etanol  

(Crespo et al., 2012). 
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 ANEXOS 

Anexo 1 

 

1. Rendimiento de azúcares totales 

 

Para obtener el porcentaje de azúcares totales es importante conocer el material 

lignocelulósico de la muestra por lo cual se requiere conocer el contenido de celulosa y 

hemicelulosa (Apaza & Ramírez, 2021).  

Para la obtener el valor del material lignocelulósico se basó en los valores del estudio 

realizado por (Gonzáles Rentería et al., 2011) es cual basa su estudio en las normas 

internacionales AOAC. 

Ecuación 16. Porcentaje de rendimiento de azúcares totales 

 

%𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑟𝑜
∗ 100 

 

Tabla 19. Rendimiento de azúcares totales 

Azúcares totales (g/L) 
Concentración potencial 

de azúcar del sustrato 
Rendimiento (%) 

5,972 53.78 11,11 

28,038 53.78 52,13 

16,533 53.78 30,74 

29,836 53.78 55,48 

10,736 53.78 19,96 

20,039 53.78 37,26 

21,342 53.78 39,68 

27,139 53.78 50,46 

5,029 53.78 9,35 

27,454 53.78 51,05 

16,713 53.78 31,08 

29,656 53.78 55,14 

7,815 53.78 14,53 

26,330 53.78 48,96 
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22,600 53.78 42,02 

26,240 53.78 48,79 

18,316 53.78 34,06 

19,859 53.78 36,93 

 

Anexo 2 

 

2. Relación entre Concentración de Etanol y Gravedad Especifica  

Tabla 20. Concentración de etanol y gravedad especifica  

Porcentaje 

de Alcohol 

Gravedad 

Especifica 

Porcentaje 

de Alcohol 

Gravedad 

Especifica 

Porcentaje 

de Alcohol 

Gravedad 

Especifica 

Porcentaje 

de Alcohol 

Gravedad 

Especifica 

0 1.0000 26 0.9698 52 0.9303 78 0.8693 

1 0.9985 27 0.9687 53 0.9283 79 0.8666 

2 0.9970 28 0.9676 54 0.9263 80 0.8638 

3 0.9956 29 0.9665 55 0.9242 81 0.8610 

4 0.9942 30 0.9653 56 0.9221 82 0.8528 

5 0.9928 31 0.9642 57 0.9200 83 0.8553 

6 0.9915 32 0.9630 58 0.9178 84 0.8524 

7 0.9902 33 0.9617 59 0.9156 85 0.8494 

8 0.9890 34 0.9604 60 0.9134 86 0.8464 

9 0.9876 35 0.9591 61 0.9112 87 0.8436 

10 0.9866 36 0.9577 62 0.9089 88 0.8402 

11 0.9854 37 0.9563 63 0.9066 89 0.8371 

12 0.9843 38 0.9548 64 0.9043 90 0.8338 

13 0.9832 39 0.9533 65 0.9020 91 0.8305 

14 0.9821 40 0.9518 66 0.8997 92 0.8270 

15 0.9810 41 0.9502 67 0.8973 93 0.8235 

16 0.9800 42 0.9486 68 0.8949 94 0.8198 

17 0.9789 43 0.9469 69 0.8924 95 0.8160 

18 0.9779 44 0.9452 70 0.8900 96 0.8121 

19 0.9769 45 0.9435 71 0.8875 97 0.8079 

20 0.9760 46 0.9417 72 0.8850 98 0.8036 

21 0.9750 47 0.9399 73 0.8824 99 0.7989 

22 0.9740 48 0.9381 74 0.8799 100 0.79389 

23 0.9729 49 0.9362 75 0.8773   

24 0.9719 50 0.9343 76 0.8746   

25 0.9708 51 0.9323 77 0.8720   
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Anexo 3 

 

3. Rendimiento de Bioetanol 

 

La concentración teoría se obtiene multiplicando 0,51 g que se obtiene de etanol por cada 

uno de los resultados de azúcares totales.  

Balance global de la fermentación alcohólica en la que se obtiene 0,51 g de etanol y 0,49 g 

de CO2 por 1 g de glucosa. 

 

1 𝐻𝐸𝑋𝑂𝑆𝐴 + 2 𝐴𝐷𝑃 + 2 𝐹𝑂𝑆𝐹𝐴𝑇𝑂𝑆 → 2 𝐸𝑇𝐴𝑁𝑂𝐿 → 2 𝐶𝑂2 → 2 𝐴𝑇𝑃 

 

Tabla 21. Cálculo de Concentración Teórica 

Azúcares totales (g/L) Concentración Teórica  

5,972 3,05 

28,038 14,30 

16,533 8,43 

29,836 15,22 

10,736 5,48 

20,039 10,22 

21,342 10,88 

27,139 13,84 

5,029 2,56 

27,454 14,00 

16,713 8,52 

29,656 15,12 

7,815 3,99 

26,330 13,43 

22,600 11,53 

26,240 13,38 

18,316 9,34 

19,859 10,13 

  

Anexo 4 

 

4. Manual del Biorreactor  
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Anexo 5 

5. Fotografías  

 

• Acondicionamiento de la materia prima (Vainas de Frejol) 

 

• Determinación de Humedad 
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• Determinación de Cenizas 

 

 

 

• Determinación de Extractos  
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• Determinación de Lignina 

 

 

• Determinación de Celulosa 
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• Determinación de Holocelulosa 

 

 

 

• Pretratamiento alcalino  
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• Hidrólisis Ácida 
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• Determinación de Azúcar Totales 

 

 

• Fermentación  
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• Determinación de Contenido de Etanol 
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• Método del picnómetro  

 

 

• Destilación 

 

 

 


