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RESUMEN

Con el desarrollo de energias renovables se ha considerado a los desechos agroindustriales
como fuente rica en celulosa para usarla como materia prima, para asi obtener
biocombustibles de segunda generacion como alternativa para reducir el consumo de
combustibles derivados del petroleo. Este trabajo tiene como objetivo la obtencién de
bioetanol utilizando vainas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.). Primero se caracterizo a las
vainas de fréjol donde la principal composicion quimica fue de 36,47% celulosa, 28,25%
hemicelulosa, 6,69% lignina, humedad 6,66% Yy cenizas 6,86%. Para la obtencién de
bioetanol se realizé 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% hidréxido de sodio, posterior se realizo la hidrolisis acida para lograr la
conversion de la celulosa a azucares simples. Mediante el empleo de un disefio factorial
completo con dos niveles y tres variables y con el programa Minitab 19 se gener6 una matriz
estdndar donde se evalud el efecto del tiempo, temperatura y concentracion del acido
sulfurico sobre la variable respuesta. En esta etapa de descomposicion a azUcares totales los
mejores resultados se obtuvieron con las condiciones de 120 °C, durante 60 min y 3% de
acido sulfarico dando como resultado 29,836 g/L de azUcares totales. El liquido hidrolizado
se sometid a un proceso fermentativo (6 h, 35 °C, pH 3.5y 150 rpm) en un biorreactor de
tanque agitado, simultaneamente se determind la concentracion de etanol mediante el método
de Winnick, la mayor concentracion 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 determinacion alto R? >0,98. Finalmente, el liquido obtenido después del

proceso de fermentacion se destil6 y se obtuvo 7,89 g/L de etanol.

Palabras claves: Vainas de fréjol. AzUcares totales. Fermentacion. 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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INTRODUCCION

En la actualidad se realiza investigaciones que han estado orientadas fundamentalmente hacia
el aprovechamiento de residuos agroindustriales, para la generacién de nuevas alternativas
industriales como son los biocombustibles, ya que permite reducir la generaciéon de gases

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

Los mayores causantes del calentamiento global son: el CO., el uso de combustibles fosiles
y la produccion de cemento, son una fuente de gases de efecto invernadero, con una
contribucion cercano al 68 % en el mundo (Escobedo & Calderon, 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 petroleo por aquellos de origen renovables (se puede utilizar una y otra vez)

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

En el Ecuador se genera una gran cantidad de residuos organicos que proviene del sector
agricola por ejemplo cascarilla de arroz, céscara de coco, maiz, bagazo de cafia, vaina de
trigo, vaina de fréjol y otros, los cuales pueden ser aprovechados para obtener
biocombustibles, por lo que en la investigacion se realiza las vainas de frejol por la facilidad

de adquisicion en la region (Avila Jiménez, 2015).

En la produccion de biocombustibles se ha prestado atencion a los biocombustibles liquidos
que son biodiésel y bioetanol de primera, segunda y tercera generacion, se realiza una serie
de procesos de pretratamientos a la muestra a estudiar, los cuales pueden ser: fisicos,
quimicos, o bioldgicos (Sun et al., 2016) con el fin de romper la capa de lignina que protege
la celulosa y hemicelulosa para que sea mas accesible realizar la hidrélisis &cida en las vainas
de fréjol, posteriormente se realiza un proceso fermentativo a la muestra considerando ciertos
factores importantes como: la concentracion de azUcares del sustrato y la levadura que se

emplee (Lucia et al., 2017).
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El objetivo general de este estudio es obtener bioetanol de segunda generacién a partir de
vainas de fréjol por hidrdlisis acida diluida, se tomara en cuenta algunos métodos de
caracterizacion como: humedad, cenizas, extractos, lignina Klason, celulosa, holocelulosa y
hemicelulosa. En la hidrolisis &cida se realiza el disefio factorial 2%, bajo diferentes
condiciones de operacion: temperatura, concentracion del &cido y el tiempo, luego realizar la
fermentacion y modelar la produccion de bioetanol con las condiciones 6ptimas de operacion,

usando el modelo de Gompertz Modificado.

DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

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
mayoria de esta biomasa es proveniente de la cascarilla de arroz, paja de maiz, bagazo de
cafia de azucar, cascard de coco, paja de soya y otros, aproximadamente existe 2,927,702

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

Los biocombustibles han cobrado una enorme importancia como los aditivos en la gasolina
para disminuir la contaminacion por la quema de combustibles fésiles, 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 Rodriguez, 2014). Los desechos de la
industria agricola son materias con alto contenido de celulosa que se utiliza para la

produccion de biocombustibles de segunda generacion (Gémez & Pérez, 2018).

La importancia de este proyecto consiste en conocer la utilidad de realizar el estudio de la
obtencién de bioetanol de segunda generacion a partir de vainas de fréjol que dara un valor
agregado a esta materia prima, ya que durante afios no ha sido utilizada, ademas que esta
biomasa es de bajo costo y no afecta a la alimentacion de la poblacion. En el pais la
produccion 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 ningun 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 més de la mitad de los
carbohidratos utilizables por lo cual aprovechar esta materia prima en la elaboracion de
bioetanol supone un mejor uso de este, pues al ser un material que contiene celulosa va a
proporcionar azucares simples como glucosa para obtener el etanol (Gonzéales Renteria et al.,
2011).

Los procesos para la obtencion de bioetanol requieren de equipos menos costosos en
comparaciéon con los equipos utilizados en la produccién petrolera, la producciéon de
bioetanol mejorara el nivel econémico del pais generando empleos, ahorrando divisas que
pueden destinarse a diversos proyectos econdmicos y menos contaminacion del medio
ambiente, por lo que en Ecuador la posibilidad de producir bioetanol es bien vista por el
sector publico y privado (Navas & Guerrero, 2014).

Uno de los enfoques de esta investigacion 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 hidrolisis y la fermentacion. La hidrolisis acida con acido sulfarico diluido
nos permite despolimerizar los polisacéridos de la celulosa obteniendo azucares simples que
en la etapa de la fermentacion son convertidos en etanol por la accién de microorganismos.
Para incrementar la capacidad hidrolitica, es importante realizar pretratamientos uno fisico y
otro alcalino previo a la hidrdlisis para conocer cual es la forma optima de obtener azlicares

fermentables y asi dar ese valor agregado a esta materia prima.
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OBJETIVOS
Objetivo general

» Obtener bioetanol de segunda generacidn a partir de vainas de fréjol tratada por

hidrolisis acida a escala laboratorio.

Objetivos especificos
Los objetivos especificos del presente trabajo son:

»  Determinar humedad, cenizas, extractos solubles, celulosa, hemicelulosa y lignina
de las vainas de fréjol.

»  Obtener azucares fermentables por hidrolisis acida a diferentes concentraciones de
acido sulfarico (3% y 5%).

* Realizar la fermentacion con levadura Saccharomyces Cerevisiae y determinar la
concentracion de etanol durante el proceso.

»  Modelar la produccion de etanol a partir de vainas de fréjol durante la fermentacion

usando el modelo cinético de Gompertz Modificado.
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CAPITULO I: CONTENIDO TEORICO

1.1. Fréjol

El fréjol comdn (Phaseolus vulgaris L.) botanicamente pertenece a la familia Leguminosae
(Fabaceae) es una planta que puede presentar cuatro habitos de crecimiento, pero los mas
relevantes son el tipo | 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 ecoldgicas muy
variables, ademas es sensible a la humedad ambiental (Peralta et al., 2009). EIl umbral
térmico (temperatura base) de la especie es de 10 °C como temperatura minimay 25 °C como
temperatura méaxima. 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 0,99 y sin vaina pesa 0,5g.
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Figura 2. Fréjol Canario (Jazmin & Chitalogro, 2016).

1.1.2. Caracteristicas y propiedades del fréjol

El fréjol es una leguminosa que dispone aproximadamente un 22% de proteina por lo que es
basico en la alimentacién humana, siendo un producto econémico en el mercado comparando
con otros productos que contienen proteina como es la carne, ademas contiene calorias,
vitaminas del complejo B y minerales (Ferndndez & Sanchez, 2017). También mejora los
suelos debido a las bacterias nitrificantes que adhieren a la raiz. Es rico en componentes
bioactivos (influyen en actividades celulares y fisioldgicas) como inhibidores de enzimas,
lecitinas, etc., y dentro de sus actividades bioldgicas esta la capacidad antioxidante, la
reduccion de colesterol y lipoproteinas por lo que es un gran protector contra las

enfermedades cardiovasculares y cancer (Ferndndez & Sanchez, 2017).

1.1.3. Principal caracterizacion quimica de las vainas de fréjol

Existe una gran variedad de tipos de frejol que se clasifican, por su origen, color, tamafio e
incluso por su forma, por lo cual varia la composicion, en la tabla 1 se especifica un resumen

de la composicion quimica de la estructura principal de las vainas de fréjol.
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Tabla 1. Composicidn quimica principal de las vainas de fréjol. Adaptado de: (Villa Gdmez et al.,

2020).
Componente Vainas de fréjol (residuo seco %o)
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 mas
cultivadas son: el frejol 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 pais la produccion 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 fraccion biodegradable de los productos, desechos y residuos
procedentes de actividades agrarias, los cuales se aprovechan su potencial energético (Rovere

Herrera, 2019). La energia que redne la biomasa tiene su origen en el sol a partir del proceso
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de la fotosintesis, las plantas absorben energia luminica (sol), agua (suelo) y el CO;
(atmosfera), almacenando en ellas sustancias organicas y liberando oxigeno 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

mas aceptadas se describe en la figura 4.

Clasificacion de

la Biomasa
v 4
Origen Naturaleza
Aaricolas Cultivos Segunda Primera
g Energéticos Generacion Generacién

TJ

Cultivos )

T T

Generada sin Ia\

No empleados en

\
Generada en las

la alimentacién preparadog/para intervencion del actividades
T la producc,|0n de hombre que T RS G
R cnergla_J puede ser residuo de
modificado naturaleza
organica

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

1.2.2. Biomasa lignocelul6sica

La materia que se usa como biomasa lignocelul6sica basicamente son los desechos cuyos
lugares de origen son maltiples como los desechos urbanos, los desechos agricolas o los de

tratamientos de lodos. La materia lignocelul6sica posee tres principales compuestos: celulosa
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(38 — 50%), hemicelulosa (23-32%) y lignina (15-25%). La celulosa es un polisacarido de
los compuestos méas abundantes de la naturaleza, realiza funciones estructurales en la pared
celular de las células vegetales. Es un polimero lineal de unidades B-(1-4)-D-glucopiranosa
empaquetados por largas cadenas unidos por puentes de hidrogeno. La hemicelulosa es un
hetero polimero ramificado que contiene azlcares como las hexosas, pentosas y acidos
uronicos. Se encuentra unidos a la lignina por enlaces covalentes. La lignina es un polimero
de cadenas de fenilpropano. Es resistente a la degradacion bacteriana, concede rigidez a la
pared celular y reduce la digestibilidad de los polisacaridos fibrosos (Rastogi & Shrivastava,
2017).

1.3. Bioenergia

El uso de la bioenergia esta creciendo en muchas partes del mundo a medida que los paises
buscan la diversificacion de sus fuentes energéticas a modo de promover el desarrollo
econdémico y la calidad del medio ambiente. Se define como la energia que se obtiene de la
biomasa, la biomasa es el material organico que mas ha sido utilizado como combustible,
originada cuando la luz procedente del sol es absorbida por las plantas mediante el proceso

de la fotosintesis (Branzini, 2011).

La bioenergia sustentable ofrece nuevas oportunidades a la agricultura fomenta la
propagacion de vegetacidn, permite un equilibrio entre el desarrollo urbano y rural (Samperio
& Martinez, 2010).

1.3.1. Tipos de bioenergia

La bioenergia puede aportar de manera importante a sustituir las fuentes de energia, (fésil y
nuclear), y da lugar a los siguientes energéticos Utiles para los seres humanos, los cuales se
obtienen sometiendo a la biomasa a procesos de transformacion que son desarrollados por el

ser humano (Sampeiro & Martinez, 2010):
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« Biocombustibles: Segun 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 quimicos generados por materiales conformados por celulosa
liberada de las plantas utilizados mayormente por el sector de transportes (Bioetanol)
(Alvarado Ludefia Galo Reynel, 2021).

« Biocarburantes: Aceites vegetales puros, residuos de aceite de cocina convertidos en
biodiésel los cuales se emplean en motores Diesel.

» Biogas: Es el producto de la fermentacion de residuos organicos de bosques, campos
agricolas y de desechos de animales de crianza. Se obtiene a partir de la basura en
rellenos sanitarios el metano extraido, se emplea para producir energia termina,

mecanica o eléctrica (Sampeiro & Martinez, 2010).

1.4. Bioetanol

El bioetanol es un biocombustible que se obtienen de materia rica en azlcares 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 fésiles. Los paises 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 facil adquisicion. La materia que se
usa para la obtencion de este aditivo son azUcares, almidones y materia de celulosa (Saini et
al., 2015).

Primera
Generacion
— -
L S
2 & Clasificacion por Segunda
< . -
2 o su origen Generacion
Fm —
Tercer
Geneefaec?én
-

Figura 5. Tipos de Bioetanol. Adaptado de: (Escobedo & Calderén, 2021)
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1.4.1. Bioetanol de primera generacion

El bioetanol de primera generacion se obtiene de biomasa rica en azucares como la cafa de
azUcar, sorgo dulce, remolacha y la melaza. Esta materia no requiere pretratamiento solo se
somete a fermentacion con levaduras glucoliticas, aunque los almidones como los de la yuca,
papa, granos y cereales se debe realizar un proceso previo a la fermentacion de hidrdlisis

enzimatica con enzimas a-amilasas (Saini et al., 2015).

1.4.2. Bioetanol de segunda generacion

El bioetanol de segunda generacion se puede obtener de residuos agroindustriales con alto
contenido de celulosa como los que estan presentes en la madera, residuos agroindustriales
como el bagazo de cafia de azUcar, 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 lignocelulosicas para que la celulosa este libre para
estar en contacto con los acidos o las enzimas hidroliticas y obtener azlcares. La biomasa
lignocelulosica tiene una ventaja que es de facil adquisicion y alta disposicion (Tye et al.,
2016).

1.4.3. Bioetanol de tercera generacion

Este biocombustible se obtiene a partir de microorganismos como levaduras, hongos que
contiene alto valor energético y son de crecimiento rapido. Las algas (verdes) son la base de
la investigacion de este biocombustible debido a su alto contenido de lipidos las cuales son
sometidas a procesos de extraccion de aceites para luego producir biocombustibles (Gonzélez
& Kafarov, 2009).

1.4.4. Usos del bioetanol
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La biomasa lignocelul6sica es una materia prima dptima para la produccién de bioetanol el
cual es uno de los principales sustitutos de los combustibles fosiles pues posee un elevado
nimero de octanaje y bajo punto de ebullicidn. Este biocombustible se usa en motores de
combustion interna de encendido de chispa ya sea 100% puro o mezclado con gasolina
(aditivo), otro de los usos es para la produccién de ethyl tert-butyl ether (ETBE). También se
produce energia del etanol en calderas de bioetanol basadas en un proceso similar de las
calderas de combustibles fosiles (Ferraz, 2020).

1.5. Proceso de obtencién de bioetanol de segunda generacién a partir de desechos
agricolas mediante hidrdlisis acida proceso general

Biomasa l
Reduccion de tamarfio l

Pretratamiento

quimico NaOH, HCI, H2S04

)

HNOs, HCI, H2SO4 ——>»  Hidrélisis acida

I

Aprovechamiento de

Microorganismos ———» Fermentacion > lignina

I

Filtracion ——> Levadura

I

Destilacién

I

Bioetanol

|

Figura 6. Proceso de produccion de bioetanol de segunda generacién mediante hidrolisis &cida.
Adaptado de: (Conesa, 2017)
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1.6. Pretratamiento

El material lignoceluldsico se somete a pretratamientos para mejorar el ingreso del &cido o
de las enzimas en el proceso de hidrolisis e incrementar la obtencion bioetanol y la cantidad
de azucares fermentables (Salvachua, 2013). Los objetivos de los pretratamientos son:
reducir el grado de cristalinidad(Aditiya et al., 2016), evitar la formacién de productos
inhibidores (por ejemplo, el furfural y el Hidroximetilfurfural (HMF)) en las siguientes
etapas de produccion (Rastogi & Shrivastava, 2017). Los pretratamientos que se pueden
realizar son fiscos, quimicos, fisicoquimicos y bioldgicos. Por lo general son costosos lo que

incrementa el costo final del producto obtenido.

( Pretreated Substrate [Lignocellulosic Biomass

Mechanical
+ Chemical
* Thermal
- Biological

\ Hydrolytic Bacteria

Figura 7. Esquema de pretratamiento de biomasa lignocelulésica. Fuente: (Hosseini Koupaie
etal., 2019)

1.6.1. Pretratamiento fisico

El pretratamiento fisico consiste en reducir el tamafio de la particula y la cristalinidad de la
celulosa e incrementar el area superficial del material (Sun et al., 2016). La molienda, el
fresado son los procesos fisicos més utilizados para obtener materiales de diferentes tamafios
(Saini et al., 2015). La reduccién 6ptima del material esta entre 5 mm a 2 mm (Bahry et al.,
2017). Antes del proceso de reduccidn primero se seca el material para evitar que se forme
una pasta en la molienda de la biomasa. Estos procesos incrementan el consumo de energia

desfavoreciendo la produccién de bioetanol.
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1.6.2. Pretratamiento quimico

El pretratamiento quimico se basa en tratamiento en el uso de &cidos o con lcalis, siendo
este el mas 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 hidroliticas y los
acidos y obtener azlcares fermentables. El problema que presenta el tratamiento acido es que
puede degradar a la celulosa por las elevadas concentraciones de los acidos usados. Al final
de estos procesos se debe realizar un lavado para eliminar los residuos de los reactivos (Sun
etal., 2016).

1.6.2.1. Pretratamiento alcalino

Durante el pretratamiento alcalino se da un aumento del area superficial interna de biomasa
lignocelul6sica, a concentraciones alcalinas altas se da una hidrolisis que degrada y
descompone el polisacarido (Loja Sdnchez, 2016). La efectividad del pretratamiento depende

del contenido de lignina de la muestra a tratar (Sanchez Arbelaez, 2018).

1.7. Hidrélisis

La conversion de los polimeros de carbohidratos en la materia lignoceluldsica a azucares
simples se da mediante un proceso denominado hidrolisis que consiste en la adicion de una
molécula de agua. Esta reaccion es catalizada por acido diluido, &cido concentrado o enzimas
celulasas (Aditiya et al., 2016).
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Figura 8. Reacciones producidas por la degradacion de los componentes de la biomasa en
condiciones 4cidas. Adaptado de: (Cheng & Brewer, 2021).

ultlulmy

1.7.1. Hidrélisis Acida

En la primera fase de la hidrolisis &cida se rompe la pared celular de la biomasa e hidroliza
la hemicelulosa, en la segunda fase netamente denominada hidroélisis se polimeriza los
polisacaridos de la celulosa, finalmente los azlcares liberados pueden ser usados facilmente

en la fermentacion.

Se puede trabajar con diferentes &cidos (clorhidrico, nitrico, fluorhidrico y sulfurico), asi
como &cidos organicos (citrico y acético) y operar bajo dos condiciones: A) &cido
concentrado, temperatura baja, tiempo de reaccién largo. B) &cido diluido, temperatura alta,
tiempo de reaccion bajo. Las reacciones son complejas en la hidrdlisis, para la celulosa los
principales productos en medio &cidos son: celobiosa y glucosa, mientras que para la
hemicelulosa el producto es la xilosa (Loja Sanchez, 2016).
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1.7.2. Hidrédlisis Alcalina

La hidrolisis alcalina utiliza reactivos con el hidroxido de sodio, el amoniaco, hidroxido de
potasio y la cal los cuales son los mas utilizados. Este procedimiento permite la solubilizacion
de la lignina, la hinchazén de la celulosa y la hidrélisis de la hemicelulosa. La hinchazén
provoca un aumento del area 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 &cidos, pero los tiempos son més prolongados (Cauich,
2016).

1.7.3. Hidrélisis Enzimética

La hidrolisis enzimatica 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 hidrolisis de la celulosa: endoglucanasas,

exoglucanasas (celobiohidrolasas) y p-glucosidasas.

La endoglucanasa rompe los enlaces no covalentes presentes en la celulosa amorfa
(Melendez et al., 2022), mientras que la exoglucanasa actla sobre el extremo libre de la
cadena de celulosa liberando mondmeros de glucosa, celobiosa y algunos oligosacaridos. La
B-glucosidasa hidroliza los disacaridos 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 hidrdlisis acidas y alcalinas son mas contaminantes que este proceso, pero la desventaja
es que las enzimas son costosas y el tiempo de hidrélisis es prolongado en comparacion con
otros métodos (Saini et al., 2015). Existen algunos factores afectan al proceso de
sacarificacion aquellos que estan relacionados con las enzimas como la carga enzimatica y
la temperatura y aquellos que se relacionan con la concentracion de los sustratos para que las

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

El proceso de fermentacion alcohdlica se da principalmente por levaduras del tipo
Saccharomyces Cerevisiae, este tipo de levaduras prefiere a la glucosa como sustrato,
obteniendo etanol, diéxido de carbono y otros subproductos como &cido acético. La

conversion se representa mediante la ecuacion de Gay-Lussac (Mora, 2014).
Ecuacion 1. Ecuacion de Gay-Lussac
Cs¢H1,05 = 2CH;CH,0H + 2C0,
Glucosa — 2Etanol + 2 Dioxido de carbono

Balance energético de la fermentacion se puede representar de la siguiente forma (Mora,
2014).

Ecuacion 2. Representacion del balance energético

CoHy204 + 2ADP + 2H3P0, — 2CHsCH,0H + 2C0, + 2ATP + 2H,0

La desventaja de usar estas levaduras es que no poseen afinidad por otros azticares como la
xilosa provocando un déficit en la obtencion de etanol (Salvachua, 2013).El rendimiento
teorico a partir de azucares fermentables como la glucosa, fructuosa, es aproximadamente de
0.51kg de etanol y 0.49 kg de dioxido de carbono. Para la dptima fermentacion se debe
considerar algunos factores, los azlcares obtenidos en la hidrolisis 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
Optima para fermentar es de 25 °C, un pH menor a 3.5 la levadura no puede realizar un
correcto metabolismo. Ademas, es importante adicionar nutrientes en bases nitrogenadas

para mejorar la fermentacion(Aditiya et al., 2016).
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1.9. Destilacion simple

La destilacion es el proceso de separacion de una mezcla liquida por vaporizacion parcial. Se
basa en aplicar calor donde el componente mas 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 evaporaa 78.2 °C este se condensa y se obtiene
etanol como un grado alcohdlico mayor al que estd presente en el producto después de la
fermentacion. Otro proceso que se realiza es la destilacion de membrana, destilacion
azeotropica, deshidratacion quimica, la destilacion por adsorcion para mejorar costos

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

2.1. RECOLECCION DE MATERIA PRIMA

La recoleccion de las vainas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) se realiz6 en las parroquias
Nulti, Deleg y el Valle después de la cosecha del maiz, fréjol y habas en el mes de junio,
después se escogio el fréjol canario conocido como “poroto bola”, sin presencia de
descomposicion, 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. CARACTERIZACION DE LAS VAINAS DE FREJOL

2.2.1. Acondicionamiento de la materia prima

La muestra se secO y molié para obtener mayor superficie especifica e incrementar el ataque
del 4cido sobre la materia lignocelulésica. Para lo cual se requirié secar la muestra en una
estufa a 60 °C por 3 horas, y luego se realiz6 una molienda y tamizado por la malla 60 ASTM

(para obtener un tamafio de particula de 0.250 mm).

2.2.2. Determinacién de la Humedad

La humedad de la muestra ya acondicionada se determin6 el método Gravimétrico por

diferencias de pesos.

Procedimiento:

Se pes6 3 g de muestra previamente acondicionada, en una capsula de porcelana, la cual se
coloco 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 analitica (Sartorius) y se calcula la humedad utilizando

la Ecuacion 3. Este ensayo se efectto por duplicado.
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Ecuacion 3. Porcentaje de Humedad

Muestra himeda — Muestra seca

% H dad = 100
% Humeda Muestra himeda *

2.2.3. Determinacién de las Cenizas

Mediante el procedimiento NREL/TP-510-42622 se procedi6 a determinar las cenizas de esta

materia lignoceluldsica.

Procedimiento:

Previo al proceso se seco el crisol de porcelana en la mufla a 500 °C durante 5 horas,
finalizado el tiempo se dejo enfriar el crisol en el desecador y se determind el peso. Luego
en una balanza analitica (Sartorius) se pes6 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 colocd el crisol con muestra a maxima potencia hasta que la muestra se carboniz6 por
completo y no hubo presencia de humo. A continuacion, se colocé en la mufla la muestra
carbonizada a 575 °C por 24 horas. Tras finalizar el tiempo se enfrio el crisol en el desecador
y se pesd. Finalmente se determind las cenizas mediante la Ecuacién 4. El ensayo se efectud

por duplicado.

Ecuacion 4. Porcentaje de Cenizas

Peso cenizas
100

%Cenizas = — *
Peso muestra original

2.2.4. Determinacién 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. EI método que se aplicé para la

determinacidon de extractos en biomasa se enfocd en el procedimiento NREL/TP-510-42619.

Procedimiento:

Previo a la determinacion de extractos se secO y peso la capsula de porcelana vacia. En una
balanza analitica (Mettler Toledo) se pesé 4,25 g de muestra en papel filtro para formar un
cartucho y se colocé en el equipo Soxhlet. En una probeta se midié 110 ml de agua destilada
y se colocé en el matraz de fondo plano cuello esmerilado de 250 ml, este a su vez se colocd
en el extractor de Soxhlet. Se encendié la placa calefactora y desde la ebullicion se esper6 4
sifonamientos. Después de los 4 sifonamientos se desecho el agua del matraz y se medi6 110
ml de alcohol absoluto al 99% se coloco en el matraz y se realizd 4 sifonamientos mas, en
total fueron 8 sifonamientos. Cuando el color del extracto ya desaparecio se coloco la muestra
libre de extractos en la capsula y se lavo la muestra con agua destilada hasta pH neutro.
Cuando la muestra llego al pH deseado se seco en una estufa (Memmert) a 105 °C hasta
obtener peso constante. Finalmente se determind el porcentaje de extractos solubles con la

Ecuacion 5. El ensayo se realiz6 por duplicado en total son cuatro muestras.
Ecuacion 5. Porcentaje de Extractos

Peso muestra original (g) — Peso muestra sin extracto (g)
*

%Extractos = 100

Peso muestra original (g)

2.2.5. Determinacion de la Lignina Klason

El método que se usé para determinar la lignina Klason estuvo basado en la norma TAPPI
222 om-88 el cual consistio en realizar dos hidrdlisis una con acido sulfarico al 72% vy la otra

con &cido sulfurico al 4%.
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Procedimiento:

Se pesd 1 g de muestra libre de extractos. Luego en un vaso de precipitacion se afiadio la
muestra mas 15 ml de H2SO4 al 72% manteniendo en agitacion y en bafio Maria a 20 °C,
aproximadamente 2 horas hasta que se observo la muestra obscura. Después se trasvaso el
contenido del vaso de precipitacion a un matraz de fondo plano cuello esmerilado de 500 ml
y se afiadio 560 ml de agua destilada caliente para obtener H.SO. al 4%. A continuacién, se
armo el refrigerante y se llevo a ebullicion la muestra durante 4 horas (reflujo). Pasado este
tiempo se decantd la muestra para facilitar la filtracion. Luego se filtré y se lavo el residuo
solido con agua destilada caliente. Posteriormente se secO la muestra en una estufa
(Memmert) a 105 °C hasta obtener peso constante. Finalmente se determiné el contenido de

lignina aplicando la Ecuacidon 6. El procedimiento se realizé por triplicado.
Ecuacion 6. Porcentaje de Lignina

L Peso residuo seco (g)
%Lignina = — - * 100
Peso muestra original libre extracto (g)

2.2.6. Determinacién de Celulosa

El método para determinar la celulosa se baso en el procedimiento de Kurschner & Hoffer
con la muestra libre de extractos se realiz6 dos digestiones una con etanol y otra con &cido
nitrico concentrado, después se satur6 la muestra con acetato de sodio y agua destilada.

Procedimiento:

Se peso 1 g de muestra libre de extractos y se coloc6 en un matraz fondo plano de 250 ml, al
matraz se afiadié 20 ml de etanol al 99% y 5 ml de &cido nitrico concentrado. Luego se armo
el refrigerante y se dejé hervir en bafio Maria por 30 minutos a reflujo. Finalizado ese tiempo
se filtrd la solucion. El residuo sélido se sometio a una segunda digestion con 20 ml de etanol
al 99% y 5ml de acido nitrico concentrado, durante 30 minutos a reflujo. Después se filtro la

solucién vy el residuo solido se sometid a una tercera digestion con 100 ml de agua destilada
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durante 1 hora. Pasado este tiempo se filtr6 la solucion y se lavd, primero con agua destilada
caliente, luego con 100 ml de solucion saturada de acetato de sodio y finalmente con 500 ml
mas de agua destilada caliente. Posteriormente se seco el residuo en una estufa a 105 °C hasta
peso constante. Finalmente se determiné el porcentaje de celulosa aplicando la Ecuacion 7.

El ensayo se realizo por duplicado.

Ecuacion 7. Porcentaje de Celulosa

Peso seco residuo (g)
% Celulasa = — - * 100
Peso muestra original libre extracto (g)

2.2.7. Determinacién de la Holocelulosa

La holocelulosa es una fraccion 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 realizo6 por el método de Wise el cual consistio en someter a la muestra libre de extractos
a una disolucion de clorito de sodio y &cido acético en un bafio de agua. La determinacion de

la hemicelulosa se realiz6 por la diferencia entre la holocelulosa y la celulosa.

Procedimiento:

Se peso 2 g de muestra libre de extractos y se coloco en un Erlenmeyer de 500 ml, se afiadid
160 ml de agua destilada, 1g de clorito de sodio y 0,2 ml de acido acético glacial, en un bafio
maria entre (70 - 80) °C por una hora. Nuevamente se afiadio 1 g de clorito de sodio y 0,2 ml
de &cido acético glacial, manteniendo la temperatura indicada. Esta accion se realiz6 por lo
menos tres veces durante minimo tres horas, hasta que la muestra se torné blanca. Luego se
debe esperar una hora tras la ultima adicion y enfriar en un bafio de hielo. Posteriormente se
filtrd y lavo el residuo solido con 500 ml de agua destilada fria y se coloco la muestra en una

capsula de porcelana previo peso conocido y se secé en la estufa a 105 °C durante 8 horas,
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hasta peso constante. Finalmente se determind la holocelulosa mediante la Ecuacion 8. Se

realizo el ensayo por duplicado.
Ecuacion 8. Porcentaje de Holocelulosa

Peso del residuo seco (g)

% Holocelul = 100
% Holocelulosa Peso muestra original libre de extractos (g) i

2.2.8. Determinacion 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.

Ecuacion 9. Porcentaje de Hemicelulosa

%HEMICELULOSA = %HOLOCELULOSA — %CELULOSA

2.3. HIDROLISIS ACIDA

2.3.1. Pretratamiento Alcalino

Los pretratamientos alcalinos son efectivos para la solubilizacion de la lignina eximiendo
una menor solubilizacién de celulosa y hemicelulosa. Por lo que el proceso que se desarroll6

es el descrito por M. Gonzales (2011).

Procedimiento:

Se mezcl6 10 g de vainas de fréjol con 100 ml de hidroxido de sodio al 0.5% después se
calento la muestra a temperatura de 121°C, durante 60 minutos, se enfrié a temperatura

ambiente. Se lavo la muestra hasta que el pH del agua de lavado se aproximé a la neutralidad.
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Se secd en la estufa (Memmert) a 70 °C durante 24 horas. Finalmente se almacené a

temperatura ambiente en frascos de vidrios cerrados herméticamente.

2.3.2. Disefio factorial 2%
2.3.2.1. Hidrélisis acida con acido sulfurico diluido

Para la obtencion de azlcares simples se realizé la hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa

para liberar la glucosa y otros azUcares.

Procedimiento:

El proceso para la hidrolisis se realizé en una autoclave (All-american) en el cual se colocaron
frascos autoclavables de 250 ml sellados con las diferentes muestras. Luego de la hidrolisis
se separd la parte sélida de la parte liquida con una centrifugadora (Centrifugue 80-3). Se
recomienda pasar por el papel filtro para eliminar cualquier residuo. Se realizd cada

experimento por triplicado.

2.3.2.2. Disefio factorial 2K

Los disefios factoriales son ampliamente utilizados en los procesos de produccion basada en
herramientas matematicas y estadisticas, lo cual servird para evaluar la produccién de
azUcares totales, el objetivo es filtrar las variables del proceso para saber cual de ellas produce
una variacion significativa en la respuesta lo que permitira seleccionar la mejor opcion para

maximizar la produccion de azUcares totales.

El disefio factorial, se evalGan 3 factores que son: Temperatura, Tiempo y Concentracion A,
By C respectivamente, que estaran a dos niveles cada uno, lo que implicaria 8 combinaciones
gue son representadas en un cubo. La notacién 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 tomé en cuenta la Temperatura: Es importante ya que el
incremento de la temperatura del medio de reaccion para una determinada concentracion
permite un mayor rendimiento en la hidrolisis. Tiempo: En este proceso es muy importante
el tiempo, ya que si se tiene tiempos largos puede conducir a la degradacion y si se tiene
tiempos muy cortos no es suficiente para hidrolizar todos los polisacaridos y por ultimo la
concentracion de acido: Aqui se analiza la concentracion de &cido sulfarico debido a que los
rendimientos van a depender de la concentracidn, el &cido concentrado da mayor rendimiento

que el &cido diluido.

Variable Dependiente

Concentracién de azucares totales: es la variable repuesta a medir que depende de la
composicion de las vainas de fréjol y de la combinacion de las variables controladas.

Los niveles elegidos para cada factor, se apoy6 en revisiones bibliograficas basadas en
hidrolisis acida, como, por ejemplo: Cortez-acosta et al. (2008) en la investigacion que
realizan para Obtencion de azucares fermentables por hidrdlisis acida de la paja de frijol
utilizaron tres soluciones acuosas de H2SO4 (1, 3y 5.0% en peso), tres niveles de temperatura
(90°, 105° y 120°C) y cinco tiempos (5, 10, 20, 40 y 80 min). Loja Séanchez, (2016) en su
investigacion con los residuos de cascarilla de arroz utiliz6 una temperatura 100°C-150°C,

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

Tabla 2. Factores y niveles de cada variable

Factor Bajo Alto
Temperatura (°C) 105 120
Tiempo (minutos) 30 60
Concentracion del &cido 3 5
sulfurico (%p/p)

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

Factor Centrales
Temperatura (°C) 112.5
Tiempo (minutos) 45
Concentraciéon del acido 4
sulfurico (%p/p)

Respuesta (g/L) Azlcares totales

Combinacion de factores 22

Tabla4. Combinacion de factores de acuerdo al disefio factorial 23

Muestras Temperatura Tien_1po Conce_ntracic’)n de
(°C) (min) acido (%)
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* 1125 45 4
18* 112.5 45 4

* Valores centrales

2.3.3. Determinacioén de azUcares totales

Para conocer la cantidad de azUcares totales presentes en la muestra obtenida en la hidrolisis

acida se realizo un ensayo colorimétrico por el método de Du Bois conocido también como
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método de fenol - acido sulfurico. El fenol en presencia de acido sulfdrico se puede usar para
la determinacion colorimétrica cuantitativa de azucares y sus derivados metilicos. EI método

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

Procedimiento:

En una cdmara de extraccion de humos se preparé una solucion de fenol al 5 % (p/v).
Posteriormente se preparé la disolucién patron con glucosa (1 pug/ml). Luego se determind la
curva patrén con los respectivos estandares en el espectrofotometro UV-visible (Jenway). En
cada tubo de ensayo se coloco 2 ml de cada muestra de los hidrolizados, 1 ml de fenol al 5%
y 5 ml de &cido sulfarico 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 bafio maria con hielo por 20 minutos. Finalizado el tiempo de bafio maria se midio
la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 490 nm. Se realiz6 el ensayo

por triplicado

2.4, FERMENTACION

La fermentacion alcoholica con Saccharomyces Cerevisiae es de vital importancia, puesto
que existen varias condiciones de trabajo que afectarian el desempefio de la transformacion
de azucares a etanol, que es el producto deseado, actlia en un medio anaerobio, se realizé la

activacion de la levadura y la fermentacion.

2.4.1. Activacion de la levadura

Para la activacion de la levadura Saccharomyces Cerevisiae, se midio en un vaso 25 ml de
agua destilada luego se peso en una balanza analitica 7 g de levadura y se calent6 el vaso que
contiene el agua destilada hasta que la temperatura llegue a 40°C se le adicion0 la levadura

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

La fermentacion se desarroll6 en un biorreactor de fermentacion marca (Biotrén Smart GX),
se realiz6 3 ensayos, donde se fermentd 2.5L de cada muestra dejando libre un volumen de
1 L los cuales se utiliz6 para la adicion de acido HCI y base NaOH para la regulacién de pH.
El proceso de la fermentacidn se realiz6 con los siguientes parametros: temperatura de 35 °C
a 150 rpm, tiempo de 6 horas, con la adicion de levadura Saccharomyces Cerevisiae 7 g y
por ultimo el pH (3.5) el mismo que debe ser controlado con &cido clorhidrico (HCI) 1N o
base hidrdéxido de sodio (NaOH) 1N.

2.4.2. Determinacion del contenido de alcohol

Durante y después del proceso fermentativo se requiere determinar el contenido de etanol
para lo cual se realizé mediante el método de Winnick que esta basado en la micro difusion

de Conway.

Procedimiento:

Para la determinacion se tomé una muestra de 7 ml del sustrato que se encuentra fermentando
en tubos vacutainer de pléastico, luego esta muestra se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min
terminada la centrifugacién se tomo el liquido sobrenadante que sirvid para hacer la dilucion
respectiva, luego se colocd 2 ml de la muestra previamente diluida en el compartimiento A
de la caja bipetri y se midié 2 ml de carbonato de potasio KoCOsz (20%) y se colocé en el
compartimiento A de la caja bipetri, con agitacion suave mezclar los reactivos. También se
midié 1 ml de dicromato de potasio K2Cr207 (0.4 N) preparado en acido sulfurico H2SO4
(10N) y se coloco en el compartimiento B de la caja bipetri y se cerro la caja bipetri
herméticamente, utilizando cinta aislante, se colocé 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 coloco 1 ml de yoduro de potasio Kl (3N) y 3 gotas de indicador de

almiddn en la cdmara B de la caja bipetri y se mezcl6 bien los reactivos en la cdmara B de la

Maritza Dayanna Parapi Plaza

Ariana Angelica Pintado Garate =



UCUENCA

caja bipetri luego se valoro la solucion con Na2S203 (0,1N) con agitacion constante hasta que
se dé el viraje de color a azul, se registro el volumen de tiosulfato de sodio Na»S;03

consumido. El ensayo se realiz6 por duplicado para corroborar los resultados

Nota: Cuando hayan transcurrido 2 horas en el desecador si el color de la cAmara B de la caja
bipetri es azul se debe descartar dicha muestra y luego tomar otra muestra y realizar una
dilucion mas. Si el reactivo presenta un color verde, verde amarillento u ocre se procede a

titular la muestra.

Ecuacién 10. Concentracion de Etanol

N x (Vb —Vm)
VM

Etanol = x11.51

Donde:

N: Normalidad del tiosulfato de sodio

Vb: Volumen de Na.S;03 consumido en la titulacion del blanco (ml)

Vm: Volumen de NazS;03 consumido en la titulacién de la muestra problema (ml)

Vm: Volumen de muestra utilizada en la experimentacion (2ml)

2.4.3 Meétodo del Picndmetro

El picnometro es utilizado para determinar con precision la densidad de liquidos su
caracteristica fundamental es la de mantener un volumen fijo al ser colocado diferentes

liquidos en su interior (Alberto Arenas, 2011).

Procedimiento:

Se peso el picndmetro vacio en la balanza analitica luego se pesé el picnémetro con agua
destilada y a continuacion el picnémetro con la muestra. Finalmente se determin6é mediante

la Ecuacion 11. El ensayo se realizé por duplicado.
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Ecuacién 11. Densidad Alcohol

p _Pp+m) — Ppv)
muestra —
Pwp+a) — Ppv)

* PH,0

Donde:

D(p+m) = Peso del picndmetro + muestra.
Pp+a) = Peso del picnémetro + H20O destilada.
P(pv) = Peso del picnometro vacio.

pu,0= Densidad del agua destilada.

2.5. MODELO CINETICO

La ecuacion de Gompertz Modificado se ha utilizado para los estudios de produccion de
etanol. Este modelo se aplicé para predecir la formacion del producto por lo que presenta la

velocidad maxima de produccion del producto (7,,,), la maxima concentracion de etanol

(Pnax) Y €l periodo de retraso (t).
Ecuacion 12. Ecuacion de Gompertz

Tp.m- exp(l)

P = Pyux €Xp I— exp < ) (t,—t) + 1]

Pmax

El objetivo fue comparar los datos experimentales obtenidos durante la fermentacién con el
modelo y ver la semejanza de los resultados en la produccién del etanol para lo cual se utilizo

el método de minimos cuadrados no lineales de Marquardt en el programa MATLAB.
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2.6. DESTILACION SIMPLE

La columna de destilacion permite separar, por evaporacion, el etanol del cultivo de
fermentacion. Este proceso se realiza por la diferencia de puntos de ebullicion 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 destilacion, se armé el equipo de destilacion que consta en hornilla, matraz,
refrigerante, baldn, soportes metélicos y las pinzas, se procedié a colocar la muestra en el

Baldn de destilacion y con ayuda del termdémetro se verificd la temperatura de 78.4°C.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion de las vainas de fréjol

Los resultados obtenidos de los métodos expuestos en el capitulo anterior para determinar la
composicion quimica de las vainas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) se muestra en la Tabla
5.

Tabla5. Composicion de la principal estructura quimica 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 produccion de bioetanol,
la glucosa que es principal azucar para la fermentacion 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 comparacion con
la paja de trigo (8,4%), vaina de arveja (7,3 %) y bagazo de maiz (9,7%) (Sevilla, 2015), la
materia prima usada son vainas de fréjol en estado seco lo cual justifica este valor, en cuanto
a los demaés resultados se observa que, el porcentaje de lignina es bajo 6,698% por lo que
habra menor resistencia del material a la hidrolisis acida (Tiburcio Ledn, 2019). Con lo que
respecta a los extractos solubles se obtiene una cantidad considerable 22,562%. Por ultimo,

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

Autores como Gonzales Renteria et al. (2011) en la caracterizacién de cuatro variedades de
vainas de fréjol reportaron valores de celulosa 30,64%, de hemicelulosa 23,14% vy lignina
9,35%. Mientras que Villa Gomez et al. (2020) en la caracterizacién 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
comparacién con los valores obtenidos en esta investigacion difiere con los valores
reportados por los autores mencionados anteriormente, pues el analisis se realizé en un tipo
especifico de fréjol mientras que en bibliografia los analisis fueron realizados de mezclas de

varios tipos de fréjol y otra variedad fréjol.
3.2. Hidrolisis Acida
3.2.1. Curvade calibracion de glucosa
En la figura 9 se muestra la curva de calibracidn de azUcares totales, con los datos obtenidos

del método colorimétrico fenol — &cido sulfarico. Se representa la absorbancia en (nm) frente

a la concentracion de azUcar en g/L. Se utilizo glucosa como estandar.

1,2

Absorbancia
(e) o
> Y

o
~

y =1,1126x + 0,0141
R2 = 0,9957

o
N

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracion (g/L)

Figura 9. Curva de calibracion para la medicion de azUcares totales
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Se obtuvo un coeficiente de correlacion alto R? = 0,995, en la curva patron realizada se toman
las absorbancias obtenidas a la longitud de onda de 490 nm de las diferentes muestras y se
remplaza en la ecuacion de la curva para determinar la concentracion de azucares totales en

la muestra.

3.2.2. Matriz de disefio factorial 23 -Variable respuesta

La matriz estandar 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. Azlcares totales obtenidos en base al disefio factorial

Orden Temperatura  Tiempo Concentraciéon de  Azucares Totales
estandar (°C) (min) H2S04 (%) (9/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" 1125 45 4 18,316
18" 112,5 45 4 19,859

* Valores centrales: 17" 18"

Balat, (2011) indica que para recuperar azlcares de seis carbonos los sélidos se someten a
temperaturas mas altas pero las concentraciones del &cido son mas suaves Es por eso que la
mayor concentracion de azucares totales se obtuvo en las condiciones de temperatura

120 °C, durante 60 min y una concentracién de acido 3%, por lo tanto, el proceso
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fermentativo se realiz6 con el liquido hidrolizado con la mejor combinacion de los tres

factores tiempo, temperatura, concentracion de acido sulfurico.

3.2.3. Rendimiento de azUcares totales

El rendimiento de la concentracion de azlcares totales se calcula a partir de la materia
hemicelulésica que posee la materia prima los resultados obtenidos de la cuantificacion se

presentan en la Tabla 7 (Anexo 1).

Tabla7. Rendimiento de los azlicares totales obtenidos después de la hidrolisis acida

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 méximo rendimiento obtenido es de 55,48% lo que demuestra una baja conversion de
celulosa a azucares simples en la hidrélisis acida, aunque se realizd un pretratamiento
alcalino no se logra un alto rendimiento. Gonzales Renteria et al. (2011) obtuvo una
sacarificacion del 98,95%, pero para lograr este resultado en la hidrélisis trabajaron con un
coctel de enzimas celulasas, ademas 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 maximo de conversion de azlcares reductores de 23%
lo cual explica que por cada gramo de paja de frejol se obtiene 0.23 g de azucares reductores
dato que es muy cercano a los datos obtenidos en esta investigacion que es de 0.27 g de

azUcares totales por gramo de vaina de fréjol.

3.2.4. Andlisis de varianza

El analisis 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 (a = 0.05) se rechaza la hipétesis nula
y se considera que el efecto es significativo o influye en la variable respuesta. Se trabajo con

un nivel de confianza de 95%.

Tabla 8. Anélisis de varianza de la variable respuesta

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Modelo 8 1102,49 137,811 45,79 0,000
Lineal 3 94442 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
Concentracion (%) 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*Concentracion 1 70,07 70,065 23,28 0,001
Tiempo*Concentracion 1 2,37 2,369 0,79 0,398
Interacciones de 3 términos 1 0,00 0,001 0,00 0,985
Temperatura*Tiempo*Concentracion 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 hipdtesis nula. Las interacciones dobles AB y AC también
rechazan las hipotesis nulas y afectaron a la obtencion de azUcares totales. La temperatura es
el factor més significativo que influye en la variable respuesta, tanto solo como en las

interacciones. La combinacion de los tres factores en sus niveles altos (120 °C, 60 min, 5%
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H>SO4) generd 27,139 g/L de azucares lo que demuestra que no es conveniente incrementar
el valor de la concentracion de acido, debido a que los azlcares tienden a degradarse a altas
concentraciones de &cido y tiempos prolongados, provocando la formacion de inhibidores

(por ejemplo, furfural, &cido levulinico, fenol y otros) (Taherzadeh & Karimi, 2007).

Autores como Montoya-Rosales et al. (2020) emplearon HCI 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
azUcares totales este valor es inferior al de esta investigacion donde se utilizé acido sulfurico
y vainas de fréjol de la variedad de fréjol canario. Selvakumar et al. (2022) emplearon una
concentracion de H2SO4al 3% y obtuvieron 55,4 mg/ml de glucosa a partir de la mazorca de
maiz. Mientras que Casa (2018) obtuvo 18,7968 g/L de glucosa a partir de cafia de maiz
ocupando una concentracion de H2SOa4 al 1%. Ademas, en una investigacion realizada por
Bacca & Revelo (2020) utilizaron HCI al 2% y obtuvieron 13,33 g/L de azucares reductores
a partir de almidon de papa, por lo que en la tabla ANOVA se demuestra que la concentracion
de &cido sulfurico 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 obtencion de azlcares.

Para este modelo el coeficiente de determinacion obtenido es de R? = 97,60% y RZajus =
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 R? se eleva.

3.2.5. Analisis de graficas

Para una mejor comprension del andlisis de varianza se representa de forma grafica 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. Grafica de efectos normales estandarizados

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

rechazada en el anélisis de varianza.

Grafica de efectos normales (absolutos) estandarizados
(la respuesta es Amacares Reductores; o= 0,03
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)
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Efecto estandarizado ahsoluio

Figura 10. Gréfica de efectos normales estandarizados

En la gréfica de efectos normales se observa que en los efectos significativos de color rojo
coinciden con los datos proporcionados en el analisis ANOVA. Mientras mas alejado este un

efecto o la interaccion de la recta de efecto-porcentaje mas significativos son.

Los efectos principales A temperatura y B tiempo son altamente significativos siendo el
efecto A es de mayor significancia, pero es mas importante evaluar las interacciones sobre
todo la interaccion AB pues a mayor temperatura y un tiempo mas prolongado permite que

exista un incremento de la variable respuesta.
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En cuanto a la concentracion C y a las interacciones BC y ABC no se rechaza la hipotesis
nula y esto no tienen efecto en la variable respuesta por lo tanto son no significativos, ya que

estan mas alineados a la recta efecto-porcentaje lo que denota normalidad.

3.2.5.2. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

Timning 3 ’Eﬁ
Factor  Hornbre
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B Tietrpo
C Corcerdracion
E
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AC ‘
I
EC :
I
I
I
[ I
I
I
I
AR :
;
0 2 4 6 g 10 12 14 16
Efecio estandarizado
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 (interaccion temperatura-tiempo) son los
mas significativos en los azlcares totales ya que el incremento de la temperatura del medio
de reaccién permite un mayor rendimiento en la hidrdlisis &cida y en tiempos muy cortos no

es suficiente para hidrolizar todos los polisacaridos (Avila Jiménez, 2015).
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3.2.5.3. Gréfica de efectos principales

Los efectos principales se representan de forma gréafica como en la Figura 12. Donde los
niveles de cada factor estan en el eje horizontal mientras que la media de la respuesta esta en

el eje vertical.

Temperatura Tiempo Concentracion
75
25,0
22,5
20,0 g0
] | ]

17,5
15,0

105,0 112,5 120,0 a0 45 60 3 4 5

Figura 12. Gréfica de efectos principales para azlcares totales

La temperatura es el efecto mas significativo cuando incrementa la temperatura de 105 a 120
°C se obtiene mayor cantidad de azUcares totales, igual sucede con el tiempo pues en su nivel
superior se eleva la variable respuesta, con respecto a la concentracion si esta se incrementa
su valor no afecta de manera significativa en la variable repuesta, mientras mas horizontal se

represente en la grafica el efecto menos significativo.

Maritza Dayanna Parapi Plaza

Ariana Angelica Pintado Garate &



UCUENCA

3.2.5.4. Interacciones de los efectos principales

Temperatura * Tiempo
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Figura 13. Gréfica de interaccion

La gréfica de interaccion para Azucares Totales, representa:

 Interaccion Temperatura*Tiempo las lineas son paralelas entre si, existe interaccion
entre los dos factores.

» Interaccion Temperatura*Concentrado no son paralelas entre si, entonces existe
interseccion entre los dos factores.

« Interaccion Tiempo*Concentrado no son paralelas entre si, existe interseccion 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.
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Figura 14. Gréfica de cubo para los efectos

En la gréfica se identifica que dos condiciones en las que se puede obtener mayor cantidad
de azUcares 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 ltimo valor el mayor resultado de la variable

respuesta obtenida.

3.3. Fermentacién

3.3.1. Medicién de Grados Brix

La medicidn de los grados brix se realiz6 en un refractometro donde se coloca una gota de la

muestra fermentada y se leyd 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 59
2 55 5,8 57 57
3 53 57 55 5,5
4 5,1 53 53 53
5 51 53 5,1 5,2
6 5 53 5,1 5,1

7,0
6,0 ‘\‘\‘\‘\‘\—F—.
5,0
é 4,0
m
o 3,0
2,0
1,0
0,0
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (h)
Figura 15. Curva de grados Brix del promedio de los ensayos

En la Figura 15 se observa que la fermentacion inicia con 6,3 °Brix y se termina con 5,1
°Brix. A medida que pasa el tiempo de fermentacion en el biorreactor los grados brix va
disminuyendo esto se debe a la transformacion de azlcares solubles a etanol y CO»
(Salvachtia, 2013). EI proceso de fermentacion concluye cuando los grados Brix

permanezcan constante.
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3.3.2. Determinacion de la concentracion de etanol

Determinacion de etanol por el método de Winnick, se realizo durante la fermentacion con

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

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

Tiempo (h) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Naz2S203 (ml) Na2S203 (ml) Naz2S203 (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 Na2S203 (ml)
1 2,10
2 2,15
3 2,10

Se aplica la féormula de Winnick:

Ecuacién 13. Winnick

= * .
ano M

Maritza Dayanna Parapi Plaza

Ariana Angelica Pintado Garate el



UCUENCA

Donde:

N: Normalidad del tiosulfato de sodio

Vb: Volumen de NazS;03 consumido en la titulacion del blanco (ml)

Vm: Volumen de Na2S;03 consumido en la titulacién de la muestra problema (ml)

Vm: Volumen de muestra utilizada en la experimentacion (2ml)

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

Tiempo (h) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Promedio de
P Etanol (g/L) Etanol (g/L) Etanol (g/L) 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
6
5,117
-
=1
S
i
0 1 3 4 5 7
Tiempo (h)
Figura 16. Curva de la concentracion de etanol (g/L) promedio durante la fermentacion
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Se puede observar el comportamiento del promedio de los 3 ensayos durante la fermentacion
en la Figura 16. Donde, los primeros datos de fermentacion en los primeros tiempos de 1 h a
4 h se tiene un incremento de concentracion de etanol, ya que al utilizar la levadura
Saccharomyces Cerevisiae fermentan facilmente mono y disacaridos de 6 carbonos como la
glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa. (Avila Jiménez, 2015), en el tiempo de 5h a 6 h se
observa una disminucion del contenido de etanol en gramos por litro, a medida que pasa el
tiempo de fermentacién existe una inhibicion del crecimiento microbiano debido al etanol,
causando una disminucién en la produccién de etanol. La tolerancia de etanol que llega a
presentar ciertas levaduras depende del contenido de &cidos grasos que componen su
membrana, ya que esta composicion favorece o inhibe la excrecion o produccion del etanol.
También si se tiene las concentraciones bajas de azucares, 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 toxico para la levadura. Las concentraciones
limite dependen del tipo de azucar, asi como de la levadura utilizada (Mena Espino, 2011).
Finalmente, al realizar los ensayos el contenido mas 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 realizé mediante el resultado de azdcar total mas 6ptimo
el cual es de 29,836 (g/L) multiplicado por 0,51 g que se obtiene de etanol y 0,49 g de CO>
para obtener la concentracion tedrica estequiométrico, los valores fueron cuantificados por
Gay Lussac (Arellano Perales Carla, 2015), como se observa en (Anexo 3), luego se procede

al calculo del rendimiento.

Ecuacién 14. Ecuacion del Rendimiento

o Concentracion de Etanol(g/L)
Rendimiento % = — - x 100
Concentracion Teorica (g/L)
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Tabla 13. Rendimiento de etanol

Tiempo (h) E(;?E‘))' Ren(ié(l);:)lento
0 0,000 0.00
1 1,027 675
2 2,367 15.56
3 4,157 2730
4 5,117 3363
5 2,110 13.87
6 0,927 6.00

Los rendimientos de bioetanol durante la fermentacion de 6 horas, fueron en promedio del
14,74%, lo que indica que, en el proceso de fermentacidn, los azlcares totales no fueron
convertidos a etanol en su totalidad en todas las muestras; los rendimientos son menores al
50% (Apaza & Ramirez, 2021).

El valor mas 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
produccion de bioetanol mediante residuo lignocelulésicos de maiz con un tiempo de
fermentacion de 48 horas, la variacion se debe al porcentaje de composicion de la biomasa
(Sanchez Arbeléez, 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 fermentacion de 3 dias
(Loayza Calva Kelly Noemy, 2020). En los proyectos citados se utiliza la levadura
Saccharomyces Cerevisiae, lo que varia es el tiempo de fermentacion 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 azucares que posee.

3.3.3. Método del picnémetro

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

fermentaciones realizadas en esta investigacion.
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Ecuacion 15. Densidad Alcohol

Pp+m) — Ppv)
P = *PH,0
muestra p(p+a) _ p(pv) 2

Donde:

D(p+m) = Peso del picndmetro + muestra.
D(p+a) = Peso del picndmetro + H2O destilada.
D(pv) = Peso del picnometro vacio.

Pu,o= Densidad del agua destilada.

Tabla 14. Peso del picndmetro mas muestra.

Muestra en tiempo Peso picndmetro + muestra (g)

de 4h
1 20,6966
2 20,6887
3 20,6865

Peso del picnémetro vacio = 14,5804q
Peso del picnémetro + H20O 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. Concentracion de Alcohol Gay Lussac

Muestra Concentracién 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 fermentacion (3 muestras
fermentadas), se da la concentracion de etanol grado Gay Lussac de 3,93, 5,15y 4,85
respectivamente, el promedio de grado de alcohol es de 4,64 en el tiempo de 4 horas de la
fermentacion, por lo que segun la tabla 12 se puede ver que existe una diferencia en los

métodos de obtencién de etanol.

3.3.4. Modelo Cinético ecuacion de Gompertz Modificado

El modelo de Gompertz modificado se ajusté de manera satisfactoria a los datos obtenidos
experimentalmente con un R? > 0,98. En la tabla 17, se expresa los resultados obtenidos

durante la fermentacion y los datos calculados.

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

Concentracion de etanol (g/L)  Concentracion de etanol (g/L)

Tiempo (h) experimental 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 concentracion maxima de etanol obtenida experimentalmente fue de (Pp.x = 5,117 g/L)
y la calculada de (P,,x = 4,6844 g/L) este valor es menor probablemente por al tiempo de
muestreo de los datos, ya que los valores se modificaban rapidamente ademas el ajuste del
modelo es menor a 0,99 por lo que también influyen en los valores calculados mediante la
ecuacion de Gompertz modificado. La velocidad maxima de produccion de etanol calculado
es de( rpm = 1,430 g/ (L.h)). La grafica del ajuste realizado con el modelo de Gompertz
modificado se observa en la Figura 17.

Concentracion de etanol (g/L)
w

[}
2
1
0
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4
Tiempo (h)
Figura 17. Curva de produccién de etanol y ajuste de la ecuacién de Gompertz

modificado a los datos experimentales obtenidos durante el proceso de fermentacion

discontinua.

3.3.5. Analisis y comparacion

Se realizd una comparacion de los datos experimentales con los valores predichos por el
modelo Gompertz, modificado empleado en el software Minitab. La funcion es y = x con

base en el indicador estadistico R? 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.

=2}

[%1]
I

£

[5¥]
I

-
1

Valores predichos por el Modelo Gompertz

=1

o
-
[N
wa
i
[¥)]
[
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Figura 18. Correlacion entre la concentracion de etanol calculada por el modelo
Gompertz modificado y los datos experimentales

3.4. Destilacion del etanol

La destilacion simple es un proceso en el cual no se obtuvo una notable purificacion del
etanol obtenido después de la fermentacion por lo cual es importante realizar una destilacion
fraccionada para obtener datos significativos en la Tabla 18 se muestra los resultados de la

destilacion simple la cantidad de etanol se realizé por el método de Winnick.

Tabla 18. Datos obtenidos de la destilacion 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 obtencidn de bioetanol con otros residuos agroindustriales como la cascarilla de arroz
donde Apaza & Ramirez, (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 azUcares 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 cuantificacion de azUcares totales, ya que se

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

4.1 CONCLUSIONES

En la caracterizacion 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 azUcares 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 hidrolisis &cida, los mejores resultados obtenidos mediante el disefio factorial 2°
fueron en las condiciones de 120 °C, durante 60 min y 3% de &cido sulfdrico dando como
resultado 29,836 g/L de azlcares totales. En el andlisis de varianza (ANOVA), se evalua el
efecto de las variables en el proceso, teniendo un coeficiente de determinacion de R? =
97,60% lo que explica la variabilidad en la generacion de azUcares totales teniendo relacion

con las variables independientes.

El tiempo de fermentacion duro 6 horas en cada uno de los ensayos. Se observo que, de
1 h a4 hincrementa el contenido de etanol y de 5 h a 6 h disminuye el contenido de alcohol,
la mayor concentracion de etanol se obtuvo en la segunda fermentacion con un valor de
7,00 g/L.

La simulacion de la produccion de etanol durante el proceso fermentativo con el modelo
cinético de Gompertz Modificado demostré un buen ajuste con los datos experimentales
obtenidos en la fermentacion. La concentracion maxima de etanol obtenida
experimentalmente con el promedio de las tres fermentaciones realizada fue de P, = 5,117
g/Ly lacalculada de P, = 4,6844 g/L.
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4.2 RECOMENDACIONES

En la determinacion de extractos se recomienda usar un método diferente al presentado
en este trabajo pues el tiempo de determinacion es demasiado prolongado debido al uso
de agua.

Se recomienda experimentar con enzimas celulasas o un cdctel de enzimas en el proceso
de hidrdlisis y verificar si existe un incremento en el rendimiento azUcares totales.

En la etapa de fermentacidn 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 asi incrementar el contenido de
etanol. Estudios més 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 azUcares totales

Para obtener el porcentaje de azlcares totales es importante conocer el material
lignocelul6sico de la muestra por lo cual se requiere conocer el contenido de celulosa y
hemicelulosa (Apaza & Ramirez, 2021).

Para la obtener el valor del material lignocelul6sico se bas6 en los valores del estudio
realizado por (Gonzales Renteria et al., 2011) es cual basa su estudio en las normas

internacionales AOAC.

Ecuacion 16. Porcentaje de rendimiento de azUcares totales

Concentracion de azlcares totales

%Rendimiento = 100

*
Concentracién potencial de azucar del sustratro

Tabla 19. Rendimiento de azUcares totales

Concentracion potencial

Azucares totales (9/L) de azucar 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

Maritza Dayanna Parapi Plaza 81

Ariana Angelica Pintado Garate



UCUENCA

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. Relacion entre Concentracion de Etanol y Gravedad Especifica
Tabla 20. Concentracion de etanol y gravedad especifica
Porcentaje | Gravedad | Porcentaje | Gravedad | Porcentaje | Gravedad | Porcentaje | Gravedad
de Alcohol | Especifica | de Alcohol | Especifica | de Alcohol | Especifica | de Alcohol | 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 concentracidn teoria se obtiene multiplicando 0,51 g que se obtiene de etanol por cada

uno de los resultados de azUcares totales.

Balance global de la fermentacion alcohdlica en la que se obtiene 0,51 g de etanol y 0,49 g

de CO;z por 1 g de glucosa.

1 HEXOSA + 2 ADP + 2 FOSFATOS — 2ETANOL - 2C0, —» 2 ATP

Tabla 21. Calculo de Concentracion Tebrica

Azlcares totales (g/L) Concentracion Tedrica
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
Maritza Dayanna Parapi Plaza 83

Ariana Angelica Pintado Garate



UCUENCA

BIGTRON Lt BIOEXCEL M

ant Systemn .
Bio Flant System Autoclavable Bioreactor

OPERATING
MANUAL

Document Product Ver. Language

Maritza Dayanna Parapi Plaza

Ariana Angelica Pintado Garate &



UCUENCA

Intelligent BIOEXCEI— M
B I GTRON Bio Plant System Agtoclavable Biorgactor

A. INTRODUCTION

1. Introduction

This manual contains a description of the equipments, installation, operation and maintenance
instruction for the Biotron GX system manufactured by the BIOTRON, INC

2. DESCRIPTION OF EQUIPMENT

The new developed bioreactor is well designed to provide a stable, reliable bio environment for
various cell culture applications. This system can be employed for batch culture fed-batch culture
or continuous culture with microprocessor control and PC control of pH, DO, agitation,
temperature, antifoam, pump feed, vessel level accurately.

Decument Model Language
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BIGTRON L= BIOEXCEL M

Autoclavable Bioreactor

Bio Plant System

B. DESCRIPTION OF PARTS

1. DESCRIPTION OF VESSEL

The vessels are normally decided according to the working volumes of real media and provide
interchangeable vessel and easy to scale up with various different sizes of vessels from 2.5L, 5L, 7L
and 10L. The glass vessel connected with stainless steel head plate is assembled by simple clamp. It
is a convenient device to assemble into the vessel or to disassemble from one.

There are optional choices between the single wall vessel and double (jacket) vessel.

:&ﬁ

Double vessel Bowl vessel

The stainless steel head plate is composed of 10 location free ports.
Ports are provided in the head plate for the fixed temperature sensor,
Sparger, sampling, pH electrodes, DO electrodes, a foam probe,
exhaust condenser. 4 different tubes of peristaltic pump would be
connected to only one line, which could be space saving in the head
plate.
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BIOEXCEL M

Autoclavable Bioreactor

B I GT RO N IBHI:: ﬁi;lilFS_\.'stcnl

B. DESCRIPTION OF PARTS

2. Vessel parts and structure

N1 Inoculum Port Vi Heater Plate

N2 | Sampling Port V2 Bottom Plate

N3 | Sparger Port V3 Packing

N4 DO Sensor Port V4 Support

N5 | Thermowell Port V5 Glass Vessel

N6 | ColdFinger Port-1 V6 Middle Plate

N7 | 4P Feeding V7 Top Plate

N8 | ColdFinger Port-2 V8 Handle

N9 | Condenser V9 DC Motor

N10 | PH Sensor Port V10 Bearing Housing

N11 | Transfer Line V11 Shaft

N12 | Foam Sensor Port V12 Foam Breaker
V13 | 6th Turbine Impeller
V14 U-type ColdFinger
V15 Hexagon Nut
V16 | Top Plate Bolt
V17 | Wrench Bolt
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BIGTRON L o BIOEXCEL M

Autoclavable Bioreactor

B. DESCRIPTION OF PARTS

3. AGITATION SYSTEM

A removable agitation DC motor located on the top of bearing housing is connected to the agitation
shaft. DC motor should be removed before the sterilization and then placed in the bearing housing
after the sterilization. The motor will provide agitation speed rage of 50 to 1200 rpm.

In case of the motor mode, it is controlled by the speed that users set and in case of the DO model, it
is controlled by the measured DO value through the DO sensor to keep the DO value that users set.

4. DO CONTROL

DO value is controlled in the range of 0 - 100%. DO value is sensed by D.O electrode and also is
controlled and kept by the agitation speed. In case DO value can not be maintained by the agitation
speed, DO should be increased by the pure oxygen supplies by the use of high-pressure oxygen or
oxygen cylinder.

5. pH CONTROL
pH is controlled in the range of 2.00-12.00. The pH is measured by a glass electrode.
Control is maintained by Aci and Base peristaltic pump by PID

6. TEMPERATURE CONTROL

Temperature automatically controls itself in the range of §-80. This Fermentor is able to control the
temperature by the use of circular water-bath and by the heat plate and cooling water of the bottom
part in the single vessel and also in case of bigger vessel than the volume of 10L, cold finger is used
forit.

As the water for controlling the temperature does not pass the body case, it prevent the aging and
corrosion of the controlling plate and also in case f the single vessel, it is possible to control the
temperature by the air cooling. RTD (Resisteance Temperature Detector) is used for temperature
measure.

7. FOAM CONTROL
Firstly, foam is removed through the foam breaking impeller and then in case of the remaining foam, it
is sensed by foam/level sensor and anti-foam is injected and removes the foam by antifoam pump.

8. AERATION

Air and oxygen can be supplied to the medium through the ring sparger. The flow rate is controlled
through the control valve, which is located on a flow meter. In case quantities of DO that users want to
get by the agitation is not provided, DO should be increased by the pure oxygen supplies by the use
of high-pressure oxygen or oxygen cylinder.

9.1. AIR SUPPLYING CONTROL

The air flowing amount is controlled in the range of 0-23L/min by the control of a flow meter and the
flow meter suitable for the using vessel is installed. If it requires more air flowing amount, the flow
meter should be replaced.
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Autoclavable Bioreactor

B. DESCRIPTION OF PARTS

9. EXHAUST SYSTEM
Gas moisture going out to the outside is condensed and then comes back to the vessel. As the gas
goes out through the 0.2 air filter, there is no contamination without the air flowing.

10. SAMPLING SYSTEM

Sample is collected through the installed sampling line before the fermentation for the sampling of
components during the fermentation. You can use a convenient one of 2 methods following below.

- Close the gas out line, open the sampling line and then do the Sampling by the pressure.

-Connect the silicon tube linked to the sampling line to the peristaltic pump and then do the Sampling
by the pump working.

11. FED-BATCH SYSTEM

Add a small quantity of the substrate continuously after measuring DO by the added substrate of low
concentration in the early process of fermentation as the indirect post. There are four type of Fed Batc
h mode in this system. User can select one of the mode to feed the medium or a special substrate to
the fermenter.
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Anexo 5

5. Fotografias

« Acondicionamiento de la materia prima (Vainas de Frejol)
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« Determinacion de Cenizas

» Determinacion de Extractos
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» Determinacion de Lignina

e Determinacion de Celulosa
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« Determinacion de Holocelulosa

* Pretratamiento alcalino
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« Hidrélisis Acida
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» Determinacion de Azlcar Totales

*  Fermentacion
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« Determinacion de Contenido de Etanol

Maritza Dayanna Parapi Plaza
Ariana Angelica Pintado Garate

96



UCUENCA

« Meétodo del picndmetro

» Destilacion
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