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V. RESUMEN

Ante la crisis ambiental y el calentamiento global, la dependencia y uso de los
combustibles fésiles debe reducirse; por lo que son necesarias fuentes de
energia mas amigables con el medio ambiente, como los biocombustibles. El
bioetanol es el biocombustible mayormente utilizado, principalmente, es
producido por la fermentacion de azucares o almidon provenientes de cultivos
alimenticios. Por ello, su produccion a partir de residuos agroindustriales
lignocelulésicos representa una prometedora alternativa. Baja California es
uno de los principales productores de vino a nivel nacional, y derivado del
proceso de vinificacion se genera una gran cantidad de residuos como el orujo.
Por consiguiente, el objetivo de este estudio fue evaluar diferentes
pretratamientos de hidrdlisis de los residuos vinicolas de Baja California y el
disefio de medios de cultivo para la produccién de bioetanol. Se evaluaron dos
métodos de hidrdlisis de los orujos de uva blanca y rosada. Posteriormente, se
realizd la caracterizacion fisicoquimica de los hidrolizados (azucares
reductores, fenoles, flavonoides, y actividad antioxidante). Finalmente, se
disefiaron medios de cultivo a partir de los hidrolizados de orujo de uva y se
suplementaron con diferentes fuentes de nitrégeno para evaluar la produccion
de bioetanol. Como resultado de la evaluacion de los métodos de hidrdlisis,
con el método 2 se alcanz6 una mayor concentracion de azucares en el orujo
de vino blanco y rosado (13.62 £ 0.45 g/L y 13.61 + 0.70 g/L, respectivamente).
En los estudios de produccion de bioetanol se observé que los hidrolizados de
orujo de uva blanca y rosada enriquecidos con extracto de levadura
presentaron una mayor conversion de sustrato (90.45 +0.71 %y 84.58 + 0.13
%, respectivamente) y produccion de etanol (3.18 £ 0.02 g/L y 4.03 £ 0.01 g/L,
respectivamente); en comparacion con los otros medios evaluados. Cabe
destacar que el hidrolizado de orujo de vino rosado presentd una alta tasa
especifica de produccion de etanol (getanoix 0.36 + 0.10 h1), una alta velocidad
especifica de crecimiento (u 0.1466 h?), y conversion de sustrato (82.02 + 0.54
%). Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio demuestran el
potencial de los orujos de uva como fuente de azucares para la produccion de
bioetanol.

Palabras clave: bioetanol, hidrolizados, orujos de uva, azucares, Biomasa
lignocelulésica.



VI.  ABSTRACT

The dependence and use of fossil fuels must be reduced due to the
environmental crisis and global warming; therefore more environmentally
friendly energy sources are necessary, such as biofuels. Bioethanol is the most
widely used biofuel, mainly, it is produced by the fermentation of sugars or
starch from food crops. Its production from lignocellulosic agroindustrial waste
represents a promising alternative. Baja California is one of the main wine
producers nationwide, and derived from the winemaking process a large
amount of waste is generated, such as grape marc. Therefore, the objective of
this study was to evaluate different hydrolysis pretreatments of wine residues
from Baja California and the design of culture media for the production of
bioethanol. Two hydrolysis methods were evaluated for white and rose grape
marcs. Subsequently, a physicochemical characterization of the hydrolysates
was carried out (reducing sugars, phenols, flavonoids, and antioxidant activity).
Finally, culture media from grape marc hydrolysates were designed and
supplemented with different nitrogen sources to evaluate the bioethanol
production. As a result of the evaluation of the hydrolysis methods, a high
concentration of sugars was obtained with the method 2 for the white and rose
grape marcs (13.62 £ 0.45 g/ L and 13.61 £ 0.70 g / L, respectively). In the
case of bioethanol production assays, using hydrolysates of white and rose
grape marc supplemented with yeast extract, a high substrate conversion was
observed (90.45 + 0.71% and 84.58 + 0.13%, respectively). In addition, a high
ethanol production was obtained compared with the other media (3.18 + 0.02
g/ L and 4.03 £ 0.01 g / L, respectively). Particularly, the hydrolysate of rose
grape marc showed a high ethanol production rate (getanol/x 0.36 £ 0.10 h'Y), a
high specific growth rate (u 0.1466 ht), and substrate conversion (82.02 +
0.54%). Therefore, the results obtained in this study demonstrate the potential
of grape marcs as a source of sugars for the production of bioethanol.

Keywords: bioethanol, hydrolysates, grape marc, sugars, lignocellulosic

biomass.



1. INTRODUCCION

Los combustibles fosiles son la fuente principal de energia en el mundo,
recurso no renovable y que ademas esta relacionado con la aceleracion del
calentamiento global por el incremento en la emision de gases de efecto
invernadero que conlleva su uso. Por ello, una mayor responsabilidad
ambiental en la produccion de combustibles y alternativas son necesarias en
la sociedad actual (Castillo et al., 2012; Soccol et al., 2019; BuSi¢ et al., 2018).

Los biocombustibles, como el bioetanol o biodiesel, representan una
alternativa viable y actual como sustituto de los combustibles fésiles. El
bioetanol, ha sido reconocido como una potencial alternativa a los
combustibles derivados del petréleo (Busic¢ et al., 2018). Es producido a partir
de la fermentacion de azucares derivados de distintas fuentes, actualmente,
los principales productores como Estados Unidos, Brasil y la Unién Europea,
llevan a cabo una produccién de primera generacion, esto quiere decir que se
utilizan como materia prima cultivos alimenticios ricos en azucar y almidén,
como lo son la cafia de azlcar, remolacha, maiz y trigo, teniendo ciertas
limitantes ya que compiten con el abastecimiento alimenticio, son insuficientes
para la demanda creciente de combustibles y tienen un impacto negativo en
la biodiversidad e incluso la posibilidad de generar deforestacion para
conseguir areas de cultivo (Bajpai, 2013; Energias Renovables, 2018; Saini et
al., 2015; Mohanty et al., 2019).

Ante esta problematica, el interés de desarrollar bioetanol de segunda
generacion, es decir, a partir de material lignocelulésico, como lo son los
residuos agricolas, ha ganado interés en los ultimos afios ya que constituyen
una fuente renovable abundante, alto contenido de azucares aprovechables,
bajo costo, no compite con cultivos alimenticios y ademas, la produccién de

etanol a partir de biomasa lignocelul6sica representa una reduccién



significante de la emision de gases de efecto invernadero (Busic et al., 2018;
Abo et al,. 2019)

Baja California es uno de los principales estados productores de vino (Consejo
Mexicano Vitivinicola, 2018), proceso en el cual se generan subproductos de
alto valor, principalmente el orujo, que consiste en piel, restos de pulpa,
semillas y tallos de la uva, el cual, al no ser tratado o depositado de una
manera correcta, representan un riesgo potencial de plagas y contaminacion
(Venkitasamy et al., 2019). El orujo al ser un material lignocelulésico, es rico
en hemicelulosas, las cuales, si se someten a un tratamiento de hidrolisis
pueden ser aprovechables para la produccion de etanol al obtenerse una
variedad de mondémeros de xilosa y glucosa (Beres et al., 2017).

Actualmente no existe mucha informacién acerca del aprovechamiento del
orujo de uva para la produccion de etanol, por lo que es necesaria el
establecimiento y evaluacion de pretratamientos de hidrélisis en los residuos
vinicolas de Baja California, realizar una caracterizacién de los mismos y asi
disefiar un medio de cultivo a base de hidrolizados de orujo de uva que nos

permitan evaluar la produccion de etanol.



VIl.  ANTECEDENTES

2.1Biocombustibles
2.1.1 Generalidades

Se define a los biocombustibles como cualquier sélido, liquido o gas producido
a través de materiales organicos, los cuales se pueden obtener de varias
fuentes, ya sea directamente de las plantas o de residuos industriales,
comerciales, domésticos o agricolas. Su funciébn como combustible se genera
al liberar la energia contenida en su composicion quimica mediante una
reaccion de combustion (Carta Gonzélez et al., 2012).

Los biocombustibles se han clasificado de varias maneras, pero la clasificacion
mas difundida y aceptada de acuerdo a Serrano et al., (2011) se clasifican de
acuerdo a la materia prima y a la tecnologia que se emplea para producirlos.

Los biocombustibles mas comunes son el biodiesel, biohidrégeno, bioetanol,

bi6gas y biobutanol.

2.1.2 Clasificacion

Los biocombustibles se pueden clasificar de acuerdo a la fuente de carbono
por la cual se produce dicho combustible (Pérez, 2014; Serrano et al., 2011;
Sikarwar et al., 2017), generalmente, se clasifican en cuatro generaciones

como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Clasificacion de los biocombustibles

2.1.3 Importancia

Los combustibles fosiles tales como el gas natural, carbon y claramente el
petréleo actualmente representan la fuente principal de energia en los distintos
sectores que conforman la sociedad como el residencial, comercial, industrial,
transporte y electricidad (Serrano et al., 2011).

Ante las distintas y conocidas advertencias de las consecuencias del cambio
climatico y del agotamiento de los recursos naturales utilizados en la industria
energética, del 2000 al 2020 el consumo energético y produccién de energia
por combustibles fésiles sigue liderando ante fuentes de energia renovables
(donde se encuentra la produccién de energia por biomasa) de acuerdo a la
informacion obtenida de la Energy Information Administration de Estados
Unidos (2021) en el 2020, aproximadamente el 79% de la produccion total de

energia fue por combustibles fésiles y solo el 12% fue a partir de fuentes



renovables y el consumo de energia por fuente de generacion fue similar, 78%
de combustibles fosiles y 12% de fuentes renovables. (Figura 2 y 3).
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Figura 2. Consumo de energia por fuente de generacién del 2000 al 2020.
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Figura 3. Produccion de energia por fuente de generacion del 2000 al
2020.



La dependencia a los combustibles fésiles conlleva a una seria de problemas
econdémicos, politicos y medioambientales. Ante la situacion desfavorable
actual del medio ambiente y el alto crecimiento de la poblacion humana, la
disponibilidad de estos recursos naturales no es segura, pues la actual
velocidad de su consumo es mucho mayor a la velocidad con la que se
regeneran naturalmente, agotando las reservas de los mismos. Pero a su vez,
el crecimiento de la poblacion y la industrializacion de paises aumenta la
necesidad de generacién de energia y la dependencia a los recursos naturales
(Serrano et al., 2011). Ante este contexto, es necesaria la busqueda de nuevas
alternativas de combustible para asegurar el abastecimiento energético. La
produccion y uso de biocombustibles ha adquirido mucha atencién en el
panorama internacional, al constituirse como una solucion y alternativa viable
ante los combustibles fosiles y los problemas que conlleva su uso, ya que la
produccion y uso de biocombustibles menores consecuencias sociales y

ambientales y una fuente de energia renovable (Busic et al., 2018).

2.2Bioetanol
2.2.1 Generalidades

El etanol es un liquido incoloro, inflamable y volatil que es producido a través
de la fermentacion de la biomasa. También es conocido como alcohol etilico.
Pertenece a un grupo de compuestos quimicos el cual se caracteriza por tener

un grupo hidroxilo unido a un atomo de carbono (Figura 4) (Bajpai, 2013).

H H
I
H-C-C-O-H g  CH3;CH.OH

(i
H H

Figura 4. Estructura quimica del etanol



Entre sus caracteristicas fisicoquimicas, el etanol hierve a 78.5°C, tiene una

densidad de 0.789 g/ ml a 20°C. Su punto de congelacion esta por debajo de

los -40°C, su peso molecular es de 46.07 (Cuadro 1). Es facilmente miscible

con el agua y con la mayoria de los solventes organicos. Su punto de

inflamabilidad es de una temperatura baja (12.8°C) (Bajpai, 2013).

Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas del etanol.

Formula Molecular
Masa molecular
Apariencia
Solubilidad en Agua
Densidad
Temperatura de ebullicién
Punto de congelamiento
Punto de inflamabilidad
Temperatura de Ignicién
Limites de Explosién

Presion de Vapor
Mayor valor de calentamiento (a
20°C)
Menos valor de calentamiento (a
20°C)

Calor Especifico, Kcal/Kg
Acidez (pKa)
Viscosidad
indice de refraccion
Octanaje
Carbén (porcentaje de peso)
Hidrogeno (porcentaje de peso)
Oxigeno (porcentaje de peso)

Radio C/H
Fuente: Walker (2010)

C2Hs0OH
46.07 g/mol
Liquido incoloro (entre -117 y 78°C)
Miscible
0.789 kg/l
78.5°C
-117°C
12.8°C
425°C
Més bajo de 3.5% v/v; mas alto que
19% viv
@38°C 50 mmHg
29,800 kJ/kg

21,090 kJ/L

60°C
15.9
1.200 mPa s (20°C)
1.36 (25°C)

99

52.1%

13.1%

34.7%
4

El bioetanol se ha vuelto una alternativa considerable ante los combustibles

tradicionales, como la gasolina, debido a sus caracteristicas similares a los

combustibles aplicados en la industria automotriz, como un punto de

inflamabilidad baja, octanaje y contenido de oxigeno alto (Martins et al.,2016).



Cabe destacar que el etanol tiene un alto indice de octanaje (99), a
comparacion de la gasolina normal que tiene un octanaje de 88, la diferencia

es que el consumo de la gasolina es menor (Bajpai, 2013).

El etanol es producido mediante la fermentacién de azucares, la cual consiste
en el uso de simples azlUcares como materia prima y la zimasa, una enzima
de la levadura que convierte de azlcares simples a etanol y diéxido de
carbono. Las bebidas con etanol y méas de la mitad del etanol producido en la
industria, se lleva a cabo por fermentacion. La reaccion se representa por la

siguiente reaccion (Bajpai, 2013):

CeH1206 ——» 2 CH3CH20H + 2CO2

2.2.2 Tipos de Etanol

De acuerdo a Bajpai (2013), menciona que existen dos maneras de obtener
etanol:

- Hidratado: El etanol hidratado usualmente se produce en la destilacion
de un proceso fermentativo de biomasa y contiene agua residual. Se
suele utilizar como sustituto de gasolina en motores de combustibles
flexibles generalmente en lugares con clima calido.

- Anhidro: Se requiere un proceso de deshidratacion para obtenerlo pues
se debe obtener etanol al 100%, el cual puede ser usado como
combustible 0 se mezclarse con petréleo, en distintas proporciones

etanol/petréleo para utilizarse como combustible.

2.2.3 Aplicaciones del Etanol

En la actualidad, el bioetanol es utilizado principalmente como aditivo en
combustibles mezclandolo con gasolina a distintas diluciones, pero entre sus

otras aplicaciones se encuentran (Instituto Mexicano del Petréleo, 2017):



e Combustible de transporte para sustituir o mezclar con gasolina.
e Combustible para generar electricidad.
e Combustible para celdas por medio de reaccion electroquimica.

e Materia prima en la industria quimica.

2.2.4 Desarrollo histérico del bioetanol

El usar bioetanol como combustible no es una idea nueva, pues desde los
comienzos del siglo XIX habia sido considerada su utilizacibn como un
biocombustible (Antoni et al., 2007). En la década de 1860, un ingeniero
mecanico aleman llamado Nikolaus August Otto, creo un motor de combustion
interna, en el cual utilizaba como combustible etanol en su prototipo. En 1902,
una compafiia llamada Deutz Gas Engine Works, disefiaron un tercio de sus
locomotoras pesadas para funcionar con etanol puro. Henry Ford, al ver el
potencial de este combustible, se involucré en el movimiento de la quimica
para la produccién y suministro de energia a través de productos agricolas.
Por lo que su compafiia de automdviles, comercializé el modelo T, también

llamado ‘Tin Lizzy’, el cual funcionaba con etanol al 100% (Antoni et al., 2007).

Sin embargo, dada la explotacion de nuevos recursos de crudo en algunas
partes de Texas y Pensilvania, ocasion0 que el precio de la gasolina
disminuyera radicalmente, por ende, se desplazo el uso de biocombustibles, y
el uso de petréleo se potencializé por ser una fuente mas barata y mas
eficiente (Biofuels, 2012). El bioetanol, desde 1980, ha sido foco de estudio
por una amplia variedad de paises y el interés de su produccion via

fermentacion ha ido aumentado dia con dia (Evcan et al., 2012).



2.2.5 Panorama Actual

2.3.1.3 Meéxico

En el 2008, entr6 en vigor la Ley de Promocién y Desarrollo de los
Bioenergéticos, la cual menciona en el articulo 1 dentro del Diario Oficial de la
Federacion que “tiene por objeto la promocién y desarrollo de bioenergéticos
para llevar a cabo la diversificacion energética y el desarrollo sustentable a
partir de las actividades agropecuarias, forestales, algas, procesos
biotecnolégicos y enzimaticos en el campo mexicano, Procurar la reduccion
de emisiones contaminantes a la atmosfera y gases de efecto de

k24

invernadero..” entre otra informacién. Después de un afio dicha ley se
reglamento al publicar en el Diario Oficial de la Federacion el Reglamento de
la Ley de Promocion y Desarrollo de los Bioenergéticos el cual establece en
particular normas detalladas en temas de programas de produccién y
comercializacién de insumos, tema de infracciones y sanciones entre otras

(FAO, 2009).

A pesar que la produccion de biocombustible, principalmente etanol, no es muy
elevada, durante el periodo 2013-2017 se otorgaron incentivos por alrededor
de 275 millones de pesos, o que ha generado una inversion total de 529
millones de pesos para el apoyo hacia la investigacion, cultivos y plantas
productoras de biocombustible para promover su produccion en el pais
(SAGARPA, 2017).

Entre las distintas iniciativas y politicas enfocadas en el uso de los
bioenergéticos en el pais, la norma de calidad de petroliferos NOM-016-CRE-
2016 se permite la mezcla de etanol como oxigenante en la gasolina con un
volumen maximo del 10%, lo cual abre el potencial de aprovechamiento y
produccion de bioetanol para este mercado (Instituto Mexicano del Petroleo,
2017).



De acuerdo al reporte de inteligencia tecnoldgica enfocada en el bioetanol del
Instituto Mexicano del Petréleo, en México se han estado realizando distintas
iniciativas para poder crear un mercado interno de biocombustibles, y en lo
gue confiere a etanol, secretarias nacionales han presentado iniciativas para
poder utilizar el etanol anhidro como oxigenante de gasolinas, impulsar su
produccién a gran escala, contribuir en la transicion a transportes sustentables
y contribuir a la seguridad energética nacional, contribuir al cuidado del medio
ambiente mediante la disminucion de gases de efecto invernadero y apoyo a
la comunidad cientifica y tecnoldgica para la generacion de nuevos

biocombustibles o mejora de los mismos.

Desde el 2017 se cuenta con una planta instalada para la produccion de
bioetanol. La Subsecretaria de Agricultura impulsé 834 proyectos para el
establecimiento de 3304 hectareas con cultivos destinados a la produccion de
bioetanol en los estados de San Luis Potosi y Veracruz, lo cual significé una
inversion de 8.7 millones de pesos. Al igual, SAGARPA apoyo la creacion de
una planta en el estado de Veracruz para la produccion de bioetanol con una
capacidad de 38 millones de litros al afio (SAGARPA, 2017).

En México, la produccion de biodiesel es superior a la produccion de etanol,
contando con plantas en los estados de Puebla, Baja California, Durango,
Estado de México y Oaxaca (SAGARPA, 2017).

En el portal de la Secretaria de Energia del Gobierno de México, se puede
consultar los permisos otorgados para la produccién de bioenergéticos hasta
el 2018 (Cuadro 2), para la comercializacion de bioenergéticos (44) (que no
incluye la venta al publico), para transporte (7) y los avisos de exencion de
permisos para producciébn de bioenergéticos (25) (Secretaria de
Energia,2018).



Cuadro 2. Permisos de produccion de Bioenergéticos hasta el 2018.

No. Razon Social Producto

Instituto de Energias Renovables del Biodiesel
Estado de Chiapas (en ese entonces, el

Instituto para la Reconversion Productiva y

la Agricultura Tropical)

Blue Fuel S.A.P.l. de C.V. Etanol anhidro

Biocombustibles Juanita, S.A.P.I. de C.V. Etanol anhidro

Biocombustibles Tomatlan, S.A.P.I. de C.V. Etanol anhidro
51| Fabricacion de Alimentos Tenerife, S.A. de Etanol anhidro

o=

n Alcoholera de Zapopan, S.A. de C.V. Etanol anhidro
7/ Soluciones en Ingenieria Naval Marina y Etanol anhidro

. Terrestre, S.A. de C.V.

n Bioenergéticos Mexicanos, S.A.P.I. Etanol anhidro

Fuente: Secretaria de Energia,2018

La Asociacion Mexicana para la Movilidad Sustentable (AMMS) tiene planeado
impulsar la creacion de 10 plantas de etanol en el periodo de 2018-2023 en
los estados que se clasificaron como potenciales para la produccién, como
Tamaulipas, San Luis Potosi, Veracruz, Colima, Nayarit, Michoacan y varios

estados del sureste (Jornada, 2017).

A nivel nacional, las tecnologias y materias primas disponibles para la
produccion de bioetanol a gran escala en estos distintos proyectos se limitan
a la primera generacién, aguellos que se producen de cultivos como cafia de
azucar y de sorgo los cuales no intervienen de manera directa con la cadena
produccion de alimentos (Instituto Mexicano del Petréleo, 2017). Para el 2020,
la Secretaria de Energia se propuso como meta una produccion de etanol

anhidro de 498 millones de litros anuales con el fin de mezclarse con gasolina



Magna en las terminales de almacenamiento y reparto (Instituto Mexicano del
Petréleo, 2017).

2.3.1.4 Panorama Internacional

La introduccion de programas para producir etanol como combustible esta
siendo llevado a cabo por muchos paises (Bajpai, 2013). Estados Unidos y
Brasil son los principales productores de etanol, aportando en el 2019 un 84%
de la produccion mundial (RFA, 2019). Estados Unidos actualmente tiene el
mercado de etanol como combustible de crecimiento mas rapido y mas grande
del mundo (Bajpai, 2013). En el afio 2019, Estados Unidos lidero la produccion
mundial de etanol con una produccién de 15 mil 800 millones de galones. En
segundo lugar, Brasil, quien hace unas décadas era el productor mas grande
del mundo de etanol (Bajpai, 2013) tuvo una produccién de 8 mil 620 millones
de galones y la Union Europea con 1440 millones de galones (Figura 5)
(RFA,2019).

Resto del Mundo
India

Argentina
Tailandia
Canada

China

Union Europea
Brasil

Estados Unidos 15,800

0 5,000 10,000 15,000 20,000
Millones de Galones

Figura 5. Produccion mundial de etanol en el 2019.



La mayoria de los paises anteriormente mencionados generan etanol de
primera generacion, utilizan materias primas que su fuente de carbono es
azucar, lipidos o almidén. Por ejemplo, Estados Unidos utiliza principalmente
maiz, pero se encuentra en desarrollo la utilizacién de materiales celulosicos
(Bajpai, 2013). Por otro lado, la Unién Europea utiliza maiz, trigo, remolacha
azucareray otros cereales (Energias Renovables, 2018). En Australia se utiliza
melaza de grano y cafia de azlcar (Bajpai, 2013). China empleaba mucho el
maiz, pero en el 2007 prohibié el uso de granos para no afectar el suministro
de alimentos, por lo cual los fabricantes desde entonces han empleado sorgo,

patatas y paja (Mason et al., 2017).

2.3Produccion Bioetanol
2.3.1 Materias Primas empleadas

El bioetanol puede ser producido a partir de diferentes fuentes de carbono, los
cuales pueden ser divididas en tres grupos: biomasa azucarada, amilacea y
lignocelulésica (Cuadro 3) (Walker, 2010).

Cuadro 3. Ejemplos de biomasa utilizada en la produccién de bioetanol.

Biomasa Azucarada Biomasa Amilacea Biomasa

lignoceluldsica.

Cafia de azlcar Granos de maiz Madera
Remolacha Granos de trigo Residuos
Sorgo Papa Agroindustriales
Lactosuero Mandioca Residuos municipales
Frutas Residuos de papel

Pulpa de Papel



2.3.1.1 Biomasa Azucarada

La materia es rica en sacarosa y se deriva de la cafia de azucar (Saccharum
sp.), la remolacha azucarera (Beta bulgaris L.) y el sorgo dulce, donde los
azucares predominantes son la sacarosa, fructosa y galactosa. (Walker, 2010).
En este tipo de biomasa, por el alto contenido de azlcares simples, hace que
la produccion de etanol sea mas eficiente y simple. Al etanol producido por

esta biomasa se le denomina de 1ra generacion (Ayodele et al.,2019).

2.3.1.2 Biomasa amilacea

Es biomasa rica en almidén, la cual estd compuesta por dos polimeros de
glucosa, la amilopectina y la amilosa (Putri et al., 2018). Se encuentra en
cultivos como el maiz, trigo, yuca, centeno, entre otros (Siegmeier et al., 2019).
Para obtener azucares fermentables del almidén, debe ser hidrolizado por
pretratamientos acidos o enzimaticos. El etanol de primera generacion es el
mayormente producido y se obtiene por azucares de cultivos alimenticios, sin
embargo, se esta buscando generar etanol a partir de biomasa que no compita

con los cultivos alimenticios. (Marques et al., 2017).

2.3.1.5 Biomasa Lignocelulésica

El etanol producido por este tipo de biomasa se le conoce como etanol de
segunda generacion. Esta biomasa se caracteriza por ser mas resistente a la
trituracion que el almidon y el azucar, lo cual, a pesar de que la materia prima
se encuentra en precios bajos, el costo de procesamiento puede llegar a ser
mas elevado que la produccion de etanol de primera generacion. Es biomasa
gue no se obtiene a partir de fuentes alimenticias (Ojeda et al., 2011; Nigam y
Singh 2011). Dentro de esta categoria se encuentran materiales de desecho
como paja, residuos de maiz, desechos lefiosos, bagazos de distintos cultivos,
residuos agricolas como pulpa de semillas y frutos, entre otros (Walker, 2010).
Es de las materias primas mas abundantes y de bajo costo para la produccién

de bioetanol de segunda generacion (Andersen et al., 2013).



2.3.2 Composicion de la biomasa lignocelulésica.

Los componentes principales que forman las paredes celulares de esta
biomasa son la celulosa, hemicelulosa y lignina (Figura 6) (Gurdo, 2016).

La funcion de la formacidén de estas paredes celulares tan completa es que
aparte de crear y sostener la estructura de las plantas para captar la radiacion
solar, la cual mayormente esta dada por la hemicelulosa, también les confiere
una resistencia mecanica y proteccién contra patégenos debido a la lignina
(Rubin, 2008).
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Fuente: Volynets et
al.,2017.

Figura 6. Composicion y estructura de la biomasa lignoceluldsica

2.3.2.1 Celulosa

Es el mayor constituyente de las plantas, es una macromolécula completa de
cadenas lineales de B-glucosa unidas por enlaces glucosidicos 3-1,4, que se
unen fuertemente en microfibrillas unidas mediante interacciones intra e
intermoleculares de enlaces de hidrégeno y fuerzas de van der Waals. Las
cadenas lineales se encuentran cerca una de otras creando en la mayoria de

los casos areas cristalinas, pero en las areas donde las cadenas no se



encuentran de forma paralela entre si, se conocen como estructuras amorfas
(Figura 7). Este polimero se encuentra acoplado a hemicelulosa y polimeros
amorfos como pectina y lignina (Gurdo, 2016; Jaworska et al., 2013; Moon et
al., 2011).

La celulosa es el polimero mas abundante en la actualidad y es considera una
fuente renovable casi inagotable de materia prima para la creacion de
productos de alto valor agregado, como biocombustibles, que a comparacion
de los combustibles fésiles, son menores las consecuencias ambientales y
(Busic et al., 2018; Brinchi et al., 2013).
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Figura 7. Estructura de la celulosa: A. Cadena simple. B. Microfibrillas.

2.3.2.2 Hemicelulosa

Constituida por polimeros de diferentes azucares con cadenas cortas y mas
ramificadas, lo que la hace mas amorfa y facil de hidrolizar (Prinsen, 2010). Su
funcién principal es crear la unién entre la celulosa y la lignina, otorgando
rigidez a la pared celular (Rubin, 2008). Este polimero esta constituido por

pentosas como D-xilosa y L-arabinosa, y de hexosas como D-glucosa, D-



manosa y D- galactosa y contiene pequefias cantidades de acidos organicos.
Ademas, presentan enlaces B -1,4 y en ocasiones enlaces 3-1,3 (Figura 8)
(Zhou et al., 2016).

Cabe destacar que la estructura de la hemicelulosa es diferente entre las
distintas especies de plantas y residuos agroindustriales analizados (Morales,
2014).
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Fuente: Zhenge et al., 2017.

Figura 8. A. Hexosas y pentosas comunmente encontradas en la
hemicelulosa. B. Ejemplo de la estructura de la hemiceluosa (Zhenge et al.,
2017).

2.3.2.3 Lignina

Es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado, procedente de la
polimerizacion deshidrogenativa de tres alcoholes (p-cumarilico, coniferilico y
sinapilico) (Figura 9) (Morales, 2014). Las tres unidades basicas de este
polimero son: la unidad H (p-hidroxifenil) que deriva del alcohol p-cumarico, la
unidad G (guaiacil) que deriva del alcohol coniferilico y la unidad S (siringil)

que deriva del alcohol sinapilico (Morales de la Rosa, 2015).



La lignina da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad y otorga una
proteccion a los polisacaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) al tener
un alto grado de resistencia a la degradacion quimica y biolégica (Arellano,
2015). La lignina representa una barrera fisica hacia la planta, pues no permite
la absorcién de enzimas y es tdxica para microrganismos. En caso de que se

removiera, la hidrolisis enzimatica incrementaria (Zheng et al., 2017).
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Figura 9. Estructura de la lignina

2.3.3 Procesamiento de la biomasa lignocelulésica para la produccién

de bioetanol

La produccion de etanol a partir de la biomasa lignocelulosica consiste en 4
principales operaciones unitarias (Singh et al., 2018):

1. Pretratamiento

2. Hidrdlisis

3. Fermentacion

4

Destilacion



2.3.3.1 Pretratamiento

El pretratamiento es una etapa fundamental para la obtencion de bioetanol por
la complejidad de la estructura lignocelulésica al modificar sus propiedades
fisicoquimicas como el grado de polimerizacion y la cristalinidad de la celulosa
(Cuervo et al., 2009). Los objetivos principales de este proceso es aumentar
la porosidad, disminuir la cristalinidad de la celulosa e intentar eliminar la
lignina y la hemicelulosa (Figura 10). Para lograr la hidrolisis parcial de los
componentes de la biomasa lignocelul6sica, es necesario llevar a cabo el
pretratamiento si no se obtienen rendimientos bajos del producto (Morales,
2015).
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Figura 10. Biomasa lignocelulésica tras pretratamiento.

De acuerdo con Morales (2015), los requisitos que debe cumplir el
pretratamiento son:
1. Aumentar la disponibilidad de azUcares como pentosas y hexosas.
2. Evitar la degradacion de hidratos de carbono.
3. Evitar la formacion de subproductos inhibidores que afecten a la
hidrdlisis y la fermentacion.

4. Ser econOmico y respetuoso con el medio ambiente.



Los pretratamientos de acuerdo con Singh et al., (2018) pueden ser
clasificados segun su modo de accion en fisicos, quimicos, bioldgicos y
fisicoquimicos (Figura 11).

Pretratamientos de
biomasa

Fisico Quimico Biologico Fisicoguimico
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- Extrusién - Hidraolisis acida P ————
- Microondas - Ozonolisis Fingico
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Figura 11. Pretratamientos de biomasa lignocelulésica y ejemplos.

- Pretratamientos Fisicos
Se encuentra principalmente lo que es la molienda, la cual disminuye la
cristalinidad de la celulosa al utilizar fuerzas de impacto y de cizalla (Sanchez
y Cardona, 2008). La reduccién de tamafio de las particulas lleva a una
reduccion del grado de polimerizacion y un aumento de superficie especifica
(Serrano et al., 2011).

- Pretratamientos quimicos
En este tipo de pretratamiento se utilizan varios agentes como acidos, ozono,
alcalis, peroxidos y solventes organicos, pero el que se ha comprobado que



tiene una mejora significativa en las hidrélisis segun estudios es el

pretratamiento con acido (Lopez et al., 2018).

- Pretratamientos biolégicos
Es un proceso econdmicamente factible y amigable para el medio ambiente
por su baja aportacién quimica y energética y la gran efectividad del mismo.
En el pretratamiento biologico, los principales agentes que accionaran con el
material lignocelulésico son las enzimas de cepas microbianas, como hongos
de pudricién blanca, parda o blanda ya que tras la excrecidon de enzimas
degradan la lignina, pero su desventaja es que algunos llegan a atacar tanto

la celulosa como la lignina (Singh et al.,2018).

2.3.3.2 Hidrélisis
Una vez que la materia lignocelulésica fue pretratada, el siguiente paso es la
hidrolisis, la cual tiene como objetivo liberar los azucares monoméricos

potencialmente fermentables principalmente de la celulosa (Pejo, 2009).

El llevar a cabo una hidrélisis efectiva y econdmica, es una de las barreras
mas importantes que tiene el aprovechamiento de la biomasa lignocelulésica
(Banerjee, 2010) ,ya que, los enlaces de las moléculas de azucares presentes
en la celulosa (B-glicosidicos), son muy fuertes y la estructura en la cual se
encuentra la celulosa en las materias primas hace que se vuelva muy dificil su
hidrolisis (Morales, 2015). La hidrdlisis puede llevarse a cabo con una hidrélisis
acida (catalizadores acidos), o con una hidrdlisis enzimatica empleando

catalizadores enzimaticos (Pejo, 2009).

- Hidrdlisis &cida:
La biomasa lignocelulésica es mezclada con &cidos diluidos o concentrados,
los mas empleados son el acido sulfurico y el &cido clorhidrico en condiciones
de temperatura, presion y tiempo especifico (Balat, 2008). Es un método



relativamente simple, no costoso y facil de controlar porque la reaccion es
interrumpida con la neutralizacion del medio (Warrand et al., 2007). Entre las
desventajas que presenta utilizar este método es que los &cidos son toxicos,
corrosivos y por lo tanto peligrosos. Al ser corrosivos se necesitan de reactores
gue sean resistentes a la corrosion dando como resultado un mayor costo del
proceso (Binod et al., 2011). El 4cido utilizado debe ser recuperado para que

el proceso sea econdOmicamente viable (Evcan et al., 2012).

- Hidrolisis enzimatica:
Se utilizan enzimas o complejos enzimaticos de distintos microorganismos
para degradar la biomasa lignocelulésica. Las enzimas utilizadas para la
digestion de material vegetal se clasifican en tres categorias, las cuales son:
celulasas, hemicelulasas y enzimas accesorias (Gurdo, 2016).

Las celulasas generalmente empleadas son producidas a partir de bacterias
como Clostridium, Cellulomonas, Thermomonospora, Ruminococcus,
Bacteriodes, Erwinia, Streptomyces y Bacilus y hongos como Scletorium rolfsii
, Aspergillus, Monilia, Fusarium, Rhizopus y Trichoderma. (Sun y Cheng, 2002;
Morales, 2014).

Las ventajas de la hidrolisis enziméatica son que se emplean condiciones
moderadas de temperatura y presion (30 a 50°C, y presién atmosférica), no
utiliza agentes quimicos por lo que se evita la corrosibn de equipos y
degradacion de los azucares obtenidos y tiene un alta especificad (Morales,
2014). Sin embargo, su aplicacion industrial es muy limitada debido a los altos
costos de las enzima y la necesidad de pretratamientos sofisticados y costoso
(Maitan et al., 2015).



2.3.3.3 Fermentacion

La fermentacion alcohdlica es una biorreaccion la cual consiste en degradar
azucares en etanol y dioxido de carbono (Dacosta y Vazquez, 2007). Es un
proceso biolégico anaerobio, originado por la actividad de algunos
microorganismos, principalmente levaduras y bacterias. Entre los
microorganismos que se utilizan en el proceso fermentativo se encuentra
Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Zymomonas mobilis, Pachysolen
tannophilus, Candida shehatae, Scheffersomyces stipitis, Candida brassicae,

Mucor indicus, entre otros (Gurdo, 2016).

La levadura comunmente utilizada para la produccién de etanol es
Saccharomyces cerevisiae, pues presenta ventajas como facil manejo, alta
velocidad de crecimiento, alto rendimiento, es un microorganismo no patégeno
y ademas, las levaduras cuentan con un sistema de multicomponentes que
secretan proteinas permitiendo una Gptima maduracion, plegamiento correcto
y formacién de enlaces disulfuro de las proteinas entre otros procesos

postraduccionales (Cuervo et al., 2009; Volynets et al., 2017).

Los pardmetros que se deben tener bajo control para no provocar una
afectacién en el rendimiento de la fermentacién son la temperatura, el pH, tasa
de crecimiento y la tolerancia frente al alcohol y a los inhibidores (Morales,
2014). Cabe destacar que S. cerevisae ha sido el microorganismo fermentador
ampliamente utilizado a nivel industrial en los procesos de fermentacion debido
a sus buenos rendimientos de transformacién de hexosas a alcohol, teniendo
como desventaja que no es capaz de fermentar pentosas lo cual representa
una limitacion en la fermentacion de los hidrolizados de biomasa
lignoceluldsica pretratada (Karagoz et al., 2012). Ante esta problematica ya

existen cepas genéticamente modificadas, como S. cerevisae TMB3400 que



utilizan como sustrato hexosas y pentosas, aunque la velocidad de consumo
de xilosa es baja (Jeffries, 2007; Ohgren et al., 2006).

En la Figura 12 se muestra la ruta metabdlica de la fermentacion alcohdlica.
Todo empieza cuando la glucosa o fructosa entra a la célula y mediante la
glucolisis, donde 10 reacciones enzimaticas ocurren, las moléculas de glucosa
o fructosa se oxidan para producir dos moléculas de piruvato. En este proceso
también se sintetizan dos moléculas de Adenosin Trifosfato (ATP) y dos de
Dinucledétido de Adenina y Nicotinamida reducido (NADH). La fermentacion
consiste en la conversién de piruvato que luego se convierte en CO2 y
acetaldehido, y por ultimo en etanol gracias a la catalisis de las enzimas

mencionadas en la figura 12. (Zamora et al., 2014).
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Figura 12. Ruta metabdlica para la produccion de etanol por S. cerevisiae
(Zamora et al.,2014).

La fermentacién alcohdlica se puede llevar a cabo por dos vias:



- Hidrolisis y fermentacion separadas (HSF): La hidrdlisis y la fermentacion
ocurren por separado, por lo que pueden ser optimizados. Sin embargo, el
problema de este método es la inhibicion causada por productos inhibidores
formados durante el proceso disminuyendo su eficacia (Gurdo et al.,2016; Liu
et al., 2019).

- Sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS): En este proceso se lleva la
hidrolisis y fermentacion al mismo tiempo, donde las enzimas, los
microorganismos Yy la fuente de azlcares se mezclan permitiendo una rapida

fermentacion para la obtencion de etanol (Pejo, 2009).

2.3.3.4 Destilacién

Una vez que el etanol ha sido producido, su recuperacion del medio
fermentado se realiza principalmente por destilacion. La destilacion se refiere
a la separacion de una mezcla de dos o mas sustancias quimicas basandose
en las diferencias de su volatilidad, que es la relacién entre la presion parcial
y la fraccién molar en el liquido (Walker, 2010). En el caso de la destilacion
alcohdlica, se refiere a la separacién del etanol de la mezcla alcohol-agua
basandose en sus puntos de ebullicion. Hay distintos sistemas de destilacion,

pero todos comparten algunos principios fundamentales (Walker, 2010):

- Se introduce una solucion alcohdlica diluida en el sistema.

- El calor entra directamente en la base de la columna.

- El etanol, que es el que tiene el punto de ebullicion mas bajo, es
evaporizado.

- El producto de punto de ebullicibn mas alto se recibe a la parte inferior
de la columna.

- Un intercambiador de calor refrigerado por agua condensa el vapor de
etanol.

- Elcondensado se divide en 2 corrientes: el producto deseado y el reflujo

gue se devuelve a la parte superior de la columna.



2.4 Proceso de vinificacion y generacion de residuos.
2.4.1 Cultivo de la vid (Vitis vinifera L.)

2.4.1.1 Generalidades y clasificacion taxon6mica de Vitis vinifera L.

Vitis vinifera L., conocida comunmente como la vid, se define como una liana
trepadora de tallo sarmentoso y zarcillos que generalmente crece en un
soporte o tutor (Figura 13). La parte aérea esta conformada por el tronco,
ramas y los brotes, las hojas estan insertas en los nudos. La inflorescencia se

conoce como racimo, y la fruta resultante es la uva (SAGARPA, 2017).

\ Sarmiento

Fuente: Hamman et
al., 1998.

Linea de suelo

/ Raices

Figura 13. Anatomia de la vid.

En el Cuadro 4, se muestra la clasificacion taxondmica de Vitis vinifera L. de
acuerdo con la base de datos de plantas de la USDA (United States
Department of Agriculture) del Natural Resources Conservation Service. De
esta forma, la vid se ubica en el reino Plantae, en el subreino Tracheobionta al
ser una planta vascular, super division Spermatophyta al ser una planta de
semilla, entra en la division Magnoliophyta al ser una planta floreciente, Clase

Magnoliopsoda porque es dicotiledéneas al tener dos hojas embrionarias en



la base de la plantula, subclase Rosidae, orden Rhamnales al ser una planta
lefiosa, familia Vitaceae, genero Vitis L. y especie Vitis vinifera L. conocida por

su produccion de uva.

Cuadro 4. Clasificacion Taxondmica de Vitis vinifera L.

Rango Nombre Cientifico

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Rhamnales
Familia Vitaceae
Genero Vitis L.
Especie Vitis vinifera L.

Existen mas de 30 especies productoras de uva, pero Vitis vinifera L. es
conocida como la especie con mayores cualidades y rendimiento de uva para
la produccion de vino, uvas de mesa y uva pasa. Actualmente, comprende
millares de variedades que son resultado de cruzamientos naturales, las
cuales portan caracteristicas que las hacen aptas para distintos sectores
(Cuadro 5). Por ejemplo, variedades que presenten fruta carnosa, racimos
largos y sueltos, bayas redondas u ovaladas y uvas jugosas y dulces son
utilizadas para la produccion de uva de mesa. Mientras que variedades
productoras de fruto pequefio, mas acido, piel gruesa y racimo compacto son
utilizadas como uva para produccion de vino o industrial (Buendia et al., 2012;

Consejo Mexicano vitivinicola, 2018).



Cuadro 5. Ejemplos de variedades productores de uva, Su Uso y sus

caracteristicas.

Uso Variedad

Ejemplo

Caracteristicas

Flame
Seedless
Superior
Seedless

Red Globe
Perlette
Sumer Royal
Early Divine

Otras

Cabernet
Suavignon
Carignan
Salvador
Merlot
Chardonay
CheninBlanc
Otras

Uva de mesa
y uva pasa

Uva Industrial

2.4.1.2 Cultivo

Fruta carnosa.
Racimos largos
y sueltos.
Bayas redondas
u ovaladas
Jugosa y dulce

Flame Seedless

Fruto pequeno.
Acido.
Piel gruesa.
Racimo
compacto.

Cabernet Suavignon

La vid tradicionalmente es cultivada entre los paralelos 30 y 50° del hemisferio

Norte y 30 y 45° del hemisferio sur; principalmente, por las caracteristicas

climatolégicas a esta zona se le conoce como la franja del vino (Figura 14).
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Figura 14. Franja del vino



Cabe destacar que los factores climaticos, como humedad, temperatura y
viento permiten condiciones favorables para el cultivo de la vid (Almanza et al.,
2012).

El cultivo de la vid, también se lleva a cabo en distintas regiones, por lo que la
viticultura se ha clasificado por una subdivision del hemisferio norte y del
hemisferio sur en cuatro bandas climéticas: templado (Latitud 30° a 50°), frio
(superior a 45°%), tropical (10° a 10°) y sub-tropical (entre 10° y 30°) (Fregoni,
2007; Almanza et al., 2012). La viticultura tropical, que se encuentra entre los
paralelos 10° Norte y 10° Sur, se ha impulsado al tener un clima que genera
un desarrollo fenolégico més rapido de frutos, y, por lo tanto, vinos de mayor
calidad al presentarse mayor radiacion solar (Almanza et al., 2012).

El cultivo de la vid requiere las siguientes necesidades climaticas:

e Temperatura: La vid es una planta que requiere temperaturas medias
superiores a 9°C (punto éptimo entre 11 "Cy 18 °C). La temperatura es
muy importante ya que tiene gran influencia en la capacidad de
maduracion de las uvas (Hidalgo et al., 2011).

e Horas luz: Este cultivo requiere una iluminacion minima de 1500 a 1600
horas anuales, lo que se puede considerar como elevada, de las cuales
1200 horas le van a corresponder al periodo de vegetacion. Si el cultivo
recibe menos horas que las necesitadas, suele reducir las
producciones y la calidad de la uva. Sin embargo, un exceso de la
misma también puede ser perjudicial al provocar foto inhibicion (Armas,
2014).

e Necesidades hidricas: El cultivo requiere un minimo de 400 mm de
lluvia anual para su buen desarrollo. Las necesidades maximas surgen
en el periodo de crecimiento entre la floracién y envero, que es cuando

se desarrolla el fruto (Armas, 2014).



e Suelo: Las condiciones edaficas Optimas para este cultivo son los
suelos franco-arenosos con suficiente materia organica, bien drenados
y con pH de 5.5 a 7.0 (SAGARPA, 2017).

Para la propagacion de la vid, la multiplicacién vegetativa es mas utilizado que
la propagacion sexual, pues esta Ultima se utiliza mayormente para la
generacion de nuevas variedades al cambiar las caracteristicas genotipicas
de los progenitores. Sin embargo, la multiplicacion vegetativa comercialmente
es la mas apta, ya que, se busca mantener las mismas caracteristicas
genotipicas de la variedad que se esté cultivando (Aguirre et al., 2001). Entre
la multiplicacién vegetativa, la propagacion por estacas es el método mas
utilizado, pero también esta la propagacion por injertos (ptua o de yemas),

acodos, y micropropagacion (Becerra et al., 2017).

Sobre su plantacion, la época ideal es finalizando el invierno e inicio de
primavera. En cuanto a la distancia de las plantas, depende del tipo de suelo,
tipo de labor cultural y del sistema de plantacién, las plantas de Vitis Vinifera
L. generalmente se plantan a una distancia de 2.4 a 3 metros (Aguirre et al.,
2001; SAGARPA, 2017).

La vid es una planta perene cuyo desarrollo, en regiones de clima templado
presenta un ciclo biolégico anual bien definido (Cuadro 6), el cual comprende
distintas fases de crecimiento que suceden de manera constante siguiendo el
mismo orden. Este ciclo va desde la primavera, donde hay gran actividad de
desarrollo, la cual en verano decrece, concluyendo el ciclo con un periodo de

receso entre otofio e invierno (Almanza et al., 2012).



Cuadro 6. Fases del ciclo biolégico de la vid.

Fases Caracteristicas

Reposo (Otofio y

todo el invierno).

Lloro (Finales de
invierno)
Desborre (Finales

de invierno vy

principios de
primavera)
Brotacién (inicios
de primavera)
Floracion Y

cuajado (Avanzada
la primavera)
Envero (Mediados

de verano)

Maduracion
(Mediados de
verano a inicios de
otofo)

Caida de las hojas
(Finales de otofio e
inicios de

invierno).

Reposo de yemas axilares, se produce cuando empieza a bajar la

temperatura (generalmente en otofio), se induce el reposo
metabdlico de los tejidos.

La planta manifiesta el reinicio de la actividad metabdlica, el cual
consiste en la excrecién de un liquido incoloro en cortes de poda.
Es el primer indicio de crecimiento vegetativo observandose un
hinchamiento de las yemas y separacién de las escamas que las

recubrian.

Aparicion de las distintas partes de las ramas y de los érganos que
portan (entrenudo, zarcillos, inflorescencia).

Se desarrollan flores hermafroditas, las cuales generalmente son
polinizadas por insectos. Después, ocurre el cuajado, que es la
transformacion de la flor en fruta.

El grano tamafio guisante crece y cambia de color de acuerdo al tipo
de uva, dura 15 dias y coincide con el inicio del agostamiento (tallos

herbaceos pasan a lefiosos)

La uva empieza a disminuir su acidez bajando el contenido de

acidos organicos y aumentar el contenido de azlcares.

Envejecimiento de las hojas, degradacion de la clorofila y perdida de
sustancias proteinas, hasta muerte celular. Se considera que

termina la vida activa de la Vid.

Fuente: Almanza et al., (2012); Agrobit (2020).

De acuerdo al reporte estadistico mundial de la vitivinicultura del 2019 de la
International Organisation of Vine and Wine (Figura 15), en el 2018 se

registraron 7.449 hectareas en el mundo, donde los principales paises como



Espafa representa el 13%, China 12%, Francia 11%, Italia 9% y Turquia 6%.
En México, se encuentran 37 mil hectareas cultivadas. EI 57% de la produccién

total mundial es de uva para vino.
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Figura 15. Distribucion de hectareas cultivadas de uva en el mundo.



2.4.2 Vino

2.4.2.1 Generalidades

De acuerdo con la definicion del Cédigo Internacional de Practicas Enologicas
(2016), el vino se define como “la bebida resultante de la fermentacion
alcoholica, completa o parcial, de uvas frescas, estrujadas o no, o de mosto
de uva. Su contenido en alcohol adquirido no puede ser inferior a 8,5% vol”.
La composicion del vino (Figura 16) consiste en dos componentes
principalmente: agua y etanol, los cuales aproximadamente 86.8% es agua y
11.2% etanol, pero el otro 2% es lo que le da el sabor al vino, y su composicién

es lo que distingue a los tipos de vino (Jackson, 2014).

1% Componentes traza
(Azucares, vitaminas,
componentes nitrogenadas,
aniones y cationes)

0.5% Compuestos Volatiles
Esteres

> Fenoles

Acidos grasos

Cetonas

Otros

0.5% Acido
(Principalmente acido tartérico)

Figura 16. Composicion quimica promedio del vino.



Los vinos son generalmente clasificados de distintas maneras, pero la mas
aceptada es aquella que lo divide en tres categorias (Jackson, 2014): vinos

de mesa, vinos espumosos Y vinos fortificados.

Cuadro 7. Caracteristicas y clasificacion del vino.

Clasificacién

Presenta mas sabor, es mas seco y mas astringente que

Tinto .
el vino blanco.
. Blanco Son generalmente mas 4cidos, fragantes y mas dulces.
Vinos de Mesa . T 7 -
Son més suaves que el vino tinto, pero mas astringente
Rosado que los blancos, ocasionalmente ligeramente
efervescente y dulce.
Se realiza una segunda fermentacion en tanque y por lo
Método Chermat general tiene burbuja méas grande, es un vino ligero
espumoso y afrutado.
) Método Segunda fermentacion dentro de la botella, burbuja fina,
Vinos Espumosos . .
Champaneoise espumoso, complejo y robusto.

Adicion directa de gas carbonico, no existe segunda
Inyeccién de CO2 | fermentacion. Efervescencia efimera y no se consideran
de alta calidad.

Secos
Fortificados | Se caracterizan por su alto contenido de alcohol.
Dulces

Fuente: Jackson (2014); Vinitodo (2014).

2.4.2.2 Contexto mundial de la produccién de vino

De acuerdo al reporte estadistico mundial de la vitivinicultura, en el 2018 se
produjeron 292 de millones de hectolitros. Los mayores productores de vino
son Italia con 54.8, Francia 48.6, Espaiia con 44.4 y USA con 23.9 millones

de hectolitros (International Organisation of Vine and Wine, 2019).

2.4.2.3 Produccion actual en México
De acuerdo con la base de datos de la Organizacion Internacional de la vifia y
el vino (2017), México posee 34 mil hectareas de vifiedos, las cuales 22 mil

hectareas estan dedicadas al cultivo de uva de mesa. Sin embargo, cerca del



23% de hectareas cultivadas se dedican al cultivo de uva para producir vino
(7800 hectareas aproximadamente), y aproximadamente la mitad se cultiva en
los valles bajacalifornianos (Boullosa, 2017). Los principales estados
productores de uva industrial en el 2017 fueron Baja California, Zacatecas,
Sonora, Coahuila y Querétaro y en conjunto aportaron el 97.5% de la
produccion (Consejo Mexicano Vitivinicola, 2018).

México produce alrededor de 198 mil hectolitros de vino al afio, lo que
representan 26.4 millones de botellas de 750 mililitros. Hoy en dia se
encuentran registradas 207 empresas vitivinicolas, de las cuales 87% se
localizan en el estado de Baja California (SAGARPA, 2017).

2.4.2.4 Baja California en la industria vinicola

Baja California es una de las regiones vinicolas mas importantes (Consejo
Mexicano Vitivinicola, 2018). Los valles que se encuentran en Baja california
donde se produce uva para vino son: Valle de Guadalupe, Calafia, Santo
Tomas, San Vicente, Valle de Ojos Negros y San Antonio de las minas
(Consejo Mexicano Vitivinicola, 2018).

De acuerdo con el Consejo Mexicano Vitivinicola (2018), Baja California es el
mayor productor de vino a nivel nacional al ocupar aproximadamente el 75%
de la produccion, seguido de los estados de Coahuila, Querétaro, Chihuahua,
Guanajuato, Aguascalientes, Zacatecas, San Luis Potosi, Puebla, Sonora y
Nuevo Ledn. También es el estado con mayor superficie de cultivo para uva,
al ocupar el 65% de las 6,500 hectareas nacionales destinadas al cultivo de

uva para produccion de vino.



En el Cuadro 8, se muestran las principales cepas/variedades que se cultivan
en Baja california como Cabernet sauvignon y Merlot (Tintas), Chardonnay,

Chenin blanc y Sauvignon blanc (Blancas).

Cuadro 8. Principales variedades para vino cultivadas en Baja California.

Tipo Variedad Caracteristicas
Cabernet Variedad francesa, gran cuerpo y austeros
Sauvignon con alto contenido de taninos.
Variedad francesa con racimos de tamafio
Merlot medio y pequefios frutos de color negro

azulado, utilizada para vinos jovenes.
Variedad italiana que dota de vinos
. Barbera : .
Tintas frescos de mediana corpulencia.

Uva versatil pues sus caracteristicas

Zinfandel permiten la obtencién de rosados ligeros y
tintos formales.
Variedades como Nebbiolo, Tempranillo,
Otras Grenache, Malbec, Petit Verdot, Syrah y
Petit Syrah.

Variedad francesa, con fruto pequeio de

Chenin Blanc tamafo uniforme, da vinos secos muy

afrutados.
Aromas vegetativos hasta florales,
Blancas  Sauvignon Blanc utilizada para vinos suaves y frescos hasta
robustos.

Llamada la reina de las uvas blancas, se
Chardonnay utiliza para elaborar vinos afrutados pues

es una uva muy fina y de alta calidad.

Fuente: Consejo Mexicano Vitivinicola 2018.

En el municipio de Ensenada se encuentra la region vitivinicola mas importante
de Baja California, que se encuentra ubicada dentro de las llamadas “Franjas
del Vino” en el mundo, coincidiendo con la franja que se encuentra en el
Hemisferio Norte, entre los paralelos 30 y 50 latitud norte lo que permite que

el clima, el sol y la lluvia presentes en esta zona sean Optimas para el cultivo



de Vitis Vinifera, la especia de uva mas utilizada mundialmente para la

produccion de vino (Cofradia del Vino de Mexicali, 2020).

2.4.25 Proceso de vinificacion.

El proceso en el cual se convierten las uvas a vino se le denomina vinificacion
y estos son los pasos basicos para la elaboracion de vinos de mesa (Jackson,
2014; Fondo vitivinicola, 2009; Vinitodo, 2014):

Vino Tinto:

1. Cosecha: Puede ser mecanica o manual, se separa el racimo de la vid
y para la elaboracién de vino tinto se utilizan variedades de uva tinta.

2. Despalillado o descobajado: comprende la remocion de hojas y
escobajo (parte verde del racimo), para dejar solo el fruto.

3. Estrujado: Tiene como objetivo la obtencion del mosto. Las uvas son
estrujadas o0 prensadas suavemente para permitir un rapido
escurrimiento del mosto mediante la ruptura de los hollejos y
desprendimiento de la pulpa. Después el mosto se traslada a los
tanques o piletas

4. Tratamiento del Mosto: En esta etapa, se realizan operaciones como
ajustamiento de pH, medir el contenido de azucares del mosto y en
algunos casos corregir al valor deseado, adicion de sales de amonio y
vitaminas (que generalmente es innecesario), adicion de dioxido de
azufre para la eliminacion de la flora microbiana de la uva.

5. Encubado: ElI mosto se vierte en un contenedor para iniciar el proceso
de fermentacion junto con la pulpa, hollejo y semillas, puede ser en
contenedores de acero inoxidables o piletas de hormigdén armado. En
esta parte ocurre la maceracion, y se facilita la extraccion de nutrientes,

saborizantes y otros constituyentes de la pulpa, piel y de manera



limitada de las semillas. En el vino tinto, la maceracién puede durar
tanto como la fermentacion o incluso después de ella (3 a 6 dias).

6. Fermentacion alcohdlica: Los azUcares, principalmente fructosa y
glucosa, presentes en el mosto son metabolizadas a etanol por S.
cerevisiae mediante la glucdlisis.

7. Descubado: Se separan las partes solidas del vino, y el orujo es
prensado para extraer totalmente el vino acumulado.

8. Fermentacién Malolactica: Es un proceso en el que el acido malico se
convierte a acido lactico y favorece el equilibrio organoléptico y aporta
ciertos aromas.

9. Trasiego: Se refiere a la trasferencia del vino de un contenedor a otro,
en el cual, actualmente ya se cuenta con sistemas automatizados de
transferencia entre tanque y tanque.

10.Procesos de acabado: Se lleva a cabo una estabilizacién (induccién de
la precipitacion de tartratos y otras sales incluso la remocion de
proteinas y pectinas de la solucion.) Asi como una clarificacion
(eliminacion de particulas suspendidas con filtracion, centrifugacion o
sedimentacion).

11.Crianza en barrica: Consiste en mantener el vino en barricas de madera
(roble francés o0 americano), lo que permitira que el vino se enriquezca
en aromas, sabores y estabilizacion del color.

12.Embotellado.
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Figura 17. Diagrama general de la produccion de vino tinto

Vino Blanco:

1. Cosecha: Se separa el racimo de la vid y para la elaboracion de vino
blanco se utilizan variedades de uva blanca.
2. Despalillado o descobajado: comprende la remocion de hojas y

escobajo (parte verde del racimo), para dejar solo el fruto.



Estrujado: Tiene como objetivo la obtencién del mosto. Las uvas son
estrujadas o0 prensadas suavemente para permitir un rapido
escurrimiento del mosto mediante la ruptura de los hollejos y
desprendimiento de la pulpa. Después el mosto se traslada a los
tanques o piletas

Prensado: En esta etapa, la uva es sometida a cierta presion para la
extraccion de mosto, la cual debe ser minima para no extraer sustancias
amargas y astringentes de las semillas y/o del hollejo. En este paso se
obtiene como deshecho el orujo.

Tratamiento del Mosto: Se realiza el ajustamiento de pH, medir el
contenido de azlcares del mosto, adicion de sales de amonio y
vitaminas (que generalmente es innecesario), adicion de dioxido de
azufre para la eliminacion de la flora microbiana de la uva.

Desborre o asentamiento: En el vino blanco, frecuentemente son
llevados a un contenedor donde estan de 12 a 24 h a temperaturas
bajas (5-15°C), esto se realiza para decantar restos de pulpas, semillas
o particulas en suspension se sedimenten al fondo del contenedor y
posteriormente separarlo.

Encubado: El mosto se vierte en un contenedor para iniciar el proceso
de fermentacion, puede ser en contenedores de acero inoxidables, o
barricas de roble.

Fermentacion Alcohdlica: Los azucares son metabolizadas a etanol por
S. cerevisiae mediante la glucolisis.

Fermentacion Malolactica: En algunos casos vinos blancos se someten
a esta fermentacion. Es un proceso en el que el acido malico se
convierte a acido lactico y favorece el equilibrio organoléptico y aporta

ciertos aromas.

10.Crianza en barrica: Consiste en estacionar el vino generalmente en

barricas de madera (roble francés o americano), lo que permitira que el

vino se enriguezca en aromas, sabores y estabilizacion del color



11.Trasiego: Se refiere a la trasferencia del vino de un contenedor a otro,
en el cual, actualmente ya se cuenta con sistemas automatizados de
transferencia entre tanque y tanque.

12.Procesos de acabado: Se lleva a cabo una estabilizacion y una
clarificacion.

13.Embotellado.
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Figura 18. Diagrama general de la produccion de vino blanco.



Vino Rosado:

1.

Cosecha: para la elaboracion de vino rosado se utilizan variedades de
uva tinta.

Despalillado o descobajado: comprende la remocion de hojas y
escobajo.

Estrujado: Tiene como objetivo la obtencién del mosto. Después el
mosto se traslada a los tanques o piletas

Tratamiento del Mosto: En esta etapa, se realiza el ajustamiento de pH,
medir el contenido de azucares del mosto, adicion de sales de amonio
y vitaminas (que generalmente es innecesario), adicion de dioxido de
azufre para la eliminacion de la flora microbiana de la uva.

Encubado: El mosto se vierte en un contenedor para iniciar el proceso
de fermentacién al igual que en el vino tinto. En esta parte ocurre la
maceracion, este proceso facilita la extraccion de nutrientes,
saborizantes y otros constituyentes de la pulpa, piel y de manera
limitada, de las semillas. En el vino rosado, la maceracion a
comparacion del vino tinto (que dura de 3 hasta 6 dias), en el vino
rosado solo se deja durante 8 a 24 h.

Descubado: En este paso se separan las partes soélidas del mosto y el
orujo es prensado para extraer totalmente el mosto acumulado.
Fermentacion Alcohdlica: los azGcares son metabolizadas a etanol.
Trasiego: Se refiere a la trasferencia del vino de un contenedor a otro.
Procesos de acabado: Se lleva a cabo una estabilizacién y una

clarificacion.

10.Crianza en barrica: Consiste en mantener el vino generalmente en

barricas de madera (roble francés o americano).

11. Embotellado.
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Figura 19. Diagrama general de la produccion de vino rosado

2.4.3 Residuos vinicolas

2.4.3.1 Generalidades

Durante el proceso de la elaboracion del vino, se generan subproductos ricos
en materia organica, que al no ser tratados o depositados de la manera
correcta pueden ser un riesgo potencial de plagas y contaminacion
(Bustamante et al.,, 2008). Entre los principales residuos vinicolas se



encuentran los orujos (mezcla de semillas y hollejos) y lias de vino (Hogervortst
et al., 2017).

Lias de vino Acido Tartarico
~(0.1 kg)
Uvas ,/// \ g Vino
(1kg) y i T ~(0.55kg; 550 ml)

Orujo de uva
Fuente: Pedroza et al., 2017. ~(0.25 kg)

Figura 20. Balance de masa de la vinificacion.

2.4.3.2 Utilizaciéon actual de los residuos vinicolas

Tradicionalmente el orujo de uva ha sido utilizado como fertilizante y como
alimento para ganado, también se utiliza como composta para incrementar la
materia organica, nitrogeno y minerales en los suelos vinicolas, aunque sin
mucho éxito pues el orujo de uva contiene componentes que pueden afectar
negativamente a los cultivos y el aumento de peso del ganado (Venkitasamy
et al., 2019). Asimismo, el orujo es utilizado en la industria farmacéutica,

cosmética y alimenticia (Beres et al., 2017).

El descarte del orujo o incluso su incineracion en los campos son perjudiciales
para el medio ambiente, y debido a sus componentes llegan a tener cierta

resistencia a la degradacion biolégica, contaminacion de aguas superficiales y



subterraneas incluyendo su agotamiento de oxigeno, atraccion de plagasy por
lo tanto dispersion de enfermedades, entre otros problemas (Venkitasamy et
al., 2019). Cada pais tiene su propia politica de gestion de residuos
agroindustriales. Por ejemplo, en Espafia (uno de los principales 10
productores de vino) tienen la opcion de reciclar, valorizar o eliminar los
residuos, e incluso puede haber multas monetarias si no hay una disposicion
adecuada de los residuos. De tal forma que en varios paises hay necesidad
de generar nuevos protocolos de valorizacion o destino de estos residuos
(Martinez et al., 2016).

2.4.4 Orujo

El principal subproducto que se genera en la industria vinicola es el orujo de
uva, el cual consiste principalmente de la piel, restos de pulpa, semillas y tallos
de la uva, que representa alrededor del 20-25% del peso de las uvas utilizadas
para la produccion del vino y este se genera cuando la uva es prensada para
la produccion del mosto (Hogervost et al., 2017). Aungue su composicion
depende del tipo y variedad de uva utilizada, la composicion promedio se
puede observar en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Constituyentes del orujo de uva promedio.

Constituyente Cantidad Componentes

porcentual

Piel y pulpa (82%) Compuestos fenolicos como pigmentos
(antocianinas), antioxidantes, taninos,
otros.

Semilla (12%) Compuestos fendlicos como taninos.

Fuente: Pedroza et al., 2017.



2.4.4.1 Composicion del orujo

- Agua
Se estima que el orujo de uva tiene en promedio entre 55y 75% de agua, pero
este porcentaje depende del origen e intensidad del prensado en la produccion

del vino (Gonzalez et al., 2010).

- Fibra dietética

La fibra dietética esta constituida por polisacaridos de la pared celular y lignina.
Las concentraciones varian entre 43% al 75% dependiendo del orujo, ya que,
el orujo de vino tinto tiene mayor fibra que el orujo del vino blanco. La piel de
la uva, al ser un material lignocelulésico, es rico en hemicelulosas, las cuales,
si se someten a una hidrdlisis, producen soluciones con amplia variedad de
mondmeros de xilosa y glucosa. Los principales monosacaridos presentes en
el orujo de uva son ramnosa, arabiosa, xilosa, manosa, galactosa, glucosa y
acido galacturonico, los cuales varian dependiendo de la variedad de uva
(Beres et al., 2017).

- Proteina
El contenido de proteina esta en un rango 6 a 15%, teniendo una proporcién
de proteina similar entre la semilla y la piel de la uva. Es rico en aminoacidos
como acido glutamico y aspartico y deficiente en triptofano y aminoacidos que
contienen azufre. Las proteinas en la piel son ricas en alanina y lisina, y las
semillas son ricas en proteinas de la familia de las globulinas (Garcia et al.,
2017; Gazzola et al., 2014).

- Lipidos
El contenido de lipidos del orujo de uva se encuentra en las semillas, los cuales

estan presentes en un rango de 14 a 17%, destacando al 4cido linoleico (70%),



acido oleico (15%) y acido palmitico (7%) como los predominantes. Es bajo en

acidos grasos saturados (Fernandes et al., 2013).

- Minerales
El potasio es el mineral mayoritario en el orujo de uva, principalmente en la
piel de uva. Por el contrario, en las semillas se encuentra mayormente el calcio,
fésforo, azufre y magnesio. De las sales de potasio presentes en el orujo los
tartratos (normalmente encontrado como bitartrato de potasio) puede llegar a
representar entre el 4y 14% de materia seca (Garcia et al., 2017).

- Compuestos fenolicos
En el orujo de uva, la concentracion mas alta de compuestos fendlicos se
encuentra en la piel, semillas y tallos, y estos compuestos se clasifican en
tres grupos (Beres et al., 2017):
- Acidos fenélicos como acidos hidroxicinamicos y benzoicos.
- Flavoinoides simples como flavonoles (kaempferol, quercetina),
antocianinas (malvidina y cianidina) y catequinas.

- Taninos como proantocianidinas, galotaninos, elagitaninos.

Los principales compuestos fendlicos en el orujo de uva son las antocianinas,
presentes mayormente en la piel de orujo de uva tinta. Mientras que los

flavonoles estan presentes mayormente en las semillas (Beres et al., 2017).

2.4.4.2 Uso del orujo para la produccion de biocombustibles

El orujo de uva es normalmente utilizado como fertilizante o como materia
prima para la obtencion de aceites para la industria cosmeética; sin embargo,
las aplicaciones existentes de este residuo utilizan una minima porcién del
volumen producido, por lo que se han buscado nuevas alternativas para la

utilizaciéon del mismo, por ejemplo, la produccién de biocombustibles como



etanol o biogas, siendo una alternativa prometedora (Zheng et al., 2012).
También existen estudios del uso del orujo de uva como biocombustible,
aplicado en la generacion de calor o electricidad mediante la combustion de

pellets de orujo (Cholewinski et al., 2017).

Actualmente, no existe la produccion de bioetanol a partir de orujo de uva a
gran escala y la investigacién en laboratorio es limitada, ya que, existen
problematicas del empleo del orujo como materia prima para la produccién de
etanol debido a la generacion de compuestos inhibidores que son téxicos para
la levadura. Ademas de que son necesarios pretratamientos adecuados, y
porque el orujo es un residuo generado sélo en la época de vinificacion (Logan,
2015; Zheng et al., 2012).



VII.  JUSTIFICACION

Actualmente, los combustibles fésiles como el petréleo, representan la fuente
principal de energia de la sociedad moderna. Sin embargo, es un recurso no
renovable y su dependencia conlleva a una serie de problemas,
principalmente, ambientales (Soccol et al., 2019).

Ante el crecimiento de la poblacion y su rdpida industrializacién ha surgido la
necesidad de encontrar nuevas alternativas de generacion energética. Los
biocombustibles, al ser una fuente de energia limpia y renovable, prometen ser
una alternativa viable. Un ejemplo, es el bioetanol, el cual debido a sus
caracteristicas ha sido foco de investigacién a nivel mundial ya que puede
ayudar a la disminucién de la dependencia del petréleo (Busic et al., 2018)

El bioetanol, actualmente es producido a partir de cultivos alimenticios, como
el maiz y la cafia de azUcar, por lo que el uso de otras fuentes de materia prima
es necesario para no desviar estos cultivos del area alimentaria (Bajpai, 2013;
Walker, 2010).

Baja California es uno de los principales productores de vino a nivel nacional.
Derivado de la vinificacion se generan como subproductos los orujos de la uva,
que se caracterizan por tener un alto contenido de poli y monosacaridos
potencialmente fermentables. Su evaluacion y uso para la produccion de
bioetanol, representaria una fuente de materia prima econémica y viable.
Ademas, ayudaria a disminuir su impacto en el medio ambiente debido al poco
aprovechamiento y falta de disposicion del residuo (Consejo Mexicano
Vitivinicola, 2018; Beres et al., 2017; Venkitasamy et al., 2019).

Por lo expuesto anteriormente, el presente trabajo de investigacién se
encamina en la evaluacién de diferentes pretratamientos de hidroélisis de los
residuos vinicolas y el disefio de medios de cultivo para la produccion de

bioetanol.



IX. HIPOTESIS

Mediante la implementacion de pretratamientos de hidrolisis en los residuos
vinicolas de Baja California, se obtendran hidrolizados ricos en azucares que

seran empleados como medios de cultivo para la produccion de bioetanol.

5. OBJETIVOS
5.10bjetivo general

Evaluar diferentes pretratamientos de hidrélisis en los residuos vinicolas de
Baja California para obtener hidrolizados ricos en azucares, y disefiar medios

de cultivo para la produccién de bioetanol.

5.20bjetivos particulares

e Evaluar diferentes pretratamientos de hidrélisis en orujos de uva para
vino rosado y vino blanco para la obtencién de hidrolizados ricos en
azucares.

e Caracterizar fisicoquimicamente los hidrolizados de orujos de uva para
vino rosado y vino blanco: concentracion de azucares reductores,
azucares totales, fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante.

e Disefiar medios de cultivo a base de hidrolizados de orujo de uva para
vino rosado y vino blanco para la produccion de bioetanol.

e Evaluar la produccion de bioetanol empleando medios de cultivo a base

de hidrolizados de orujo de uva para vino rosado y vino blanco.



6. METODOS

9.1 Recoleccion de residuos vinicolas

La toma de muestras se realizé durante los meses de septiembre y octubre de
2017 en dos plantas vitivinicolas del Valle de Guadalupe en Ensenada, Baja
California. Se tomaron muestras representativas de 10 kg de orujo de vino
blanco de la empresa L.A. Cetto ®, y 10 kg de orujo de vino rosado de la
vinicola Xecue ®. Las muestras fueron almacenadas en bolsas de plastico a

una temperatura de -20°C.

9.2Procesamiento de residuos vinicolas

El procesamiento del orujo de vino blanco y rosado consistié en la obtencion
de polvos mediante el secado y molienda de sus constituyentes. El
procesamiento inicio con la separacion de la piel y de las semillas, registrando
el peso humedo de cada fraccién empleando una balanza analitica (VELAB,
Modelo RS232C). Posteriormente, las fracciones se sometieron a un secado
en horno a 80°C durante 48 h (Grieve, Modelo L0O-201C). Se registré el peso
de las fracciones secas, y se molieron individualmente en un mortero de
porcelana hasta la obtencién de un polvo con un tamafio de particula menor a
1mm de diametro. Los polvos de cada fraccion fueron almacenados en tubos

de plastico de 50 mL y almacenados a temperatura ambiente y en oscuridad.

9.3 Pretratamientos de hidrdlisis de los residuos vinicolas

Se evaluaron dos pretratamientos de hidrdlisis en los polvos obtenidos del

orujo de vino blanco y rosado.

9.3.1 Meétodo 1
Se emplearon las condiciones descritas por Tzintzun et al., (2016) y Pérez,

(2019). Para la elaboracion de 300 mL de hidrolizado se pesaron 3 g de polvo
de muestra compuesta (1.5 g de polvo de semilla'y 1.5 g de polvo de piel del

orujo correspondiente), y se disolvieron en 300 mL de agua destilada. En



campana de extraccion (ECOSHELL S/Modelo) se adicionaron 3 mL de acido
clorhidrico al 37% (v/v) y se mantuvo en agitacion a 170 rpm durante 45 min
en una parrilla de agitacion (HeathRow, Modelo 5L A). Finalizado el tiempo, se
tomo una muestra de 2 mL para la determinacion de azucares. Posteriormente,
se realiz6 un tratamiento térmico a alta presion de los polvos acidulados
manteniendo a 121°C, 15 psi durante 15 min (autoclave Novatec, Modelo EV-
30). Al finalizar, se tomaron 2mL de muestra para determinacién de azlcares
reductores. Se realizé el ajuste de pH de los hidrolizados hasta obtener un
valor de 7.0+7.2 (potencibmetro OHAUS, Modelo STARTER 2100), y se
realizd una filtracion de los hidrolizados recuperando el filtrado. Se tomaron
muestras de 2 mL para la determinacion de azucares reductores. Finalmente,
se realizé un segundo tratamiento térmico de alta presion en autoclave con las
mismas condiciones mencionadas previamente. Se tomaron muestras de 2 mL
para la determinaciébn de azUcares reductores y los hidrolizados se

almacenaron a 4°C.

9.3.2 Método 2
Para 500 mL de hidrolizado se pesaron 25 g de muestra compuesta (12.5 g de
polvo de semilla y 12.5 g de polvo de piel del orujo correspondiente) y se
disolvieron en 500 mL de agua destilada. Se adicionaron 10 mL de acido
clorhidrico al 37% (v/v). Posteriormente, las mezclas se mantuvieron en
agitacion a 170 rpm durante 30 min, finalizado el tiempo, se realiz6 un ajuste
de pH mediante la adicion de soluciones de hidréxido de sodio al 30%, 10% y
1% (p/v) hasta obtener un valor de pH de 7.0£7.2. Los hidrolizados se
centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min, y se recuperaron los sobrenadantes
(centrifuga Jouan, Modelo C312). Finalmente, se realiz6 un segundo
tratamiento térmico de alta presion en autoclave y se mantuvo a 121°C, 15 psi
durante 15 min. Al finalizar, se tomaron 2mL de muestra para la determinacion

de azucares reductores.



9.4 Caracterizacion de los hidrolizados provenientes de los residuos

vinicolas.

9.4.1 Determinacion de azUcares reductores y totales

- Azucares reductores.
Se empled el método colorimétrico modificado del acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) descrito por Miller (1959) utilizando un espectrofotometro UV-Visible
(Thermoscientific, Modelo GENESYS 10SVIS), y se desarroll6 una curva
patréon de glucosa (0 a 1 g/L).
En primer lugar, se realizaron diluciones de los hidrolizados con agua destilada
en tubos de ensayo de vidrio hasta obtener un volumen final de 1 mL, con el
objetivo de obtener lecturas dentro del rango de la curva patron.
Posteriormente, se afiadido 1 mL de reactivo DNS, los tubos se agitaron en un
vortex (Scientific Ind., Modelo Gene 2) durante 30 s y después se mantuvieron
en un bafio de agua a 80°C durante 15 min. Se adicionaron 8 mL de agua
destilada a cada tubo. Los tubos fueron agitados antes de la toma de muestra
y se realizaron las lecturas de absorbancia a 575 nm en un espectrofotémetro.

El blanco se preparé utilizando agua destilada y reactivo DNS.

- Azlcares Totales
Se utilizd6 el método colorimétrico fenol-sulfarico desarrollado por Dubois
(1956) utilizando una curva patron de sacarosa (0.1 a 0.5 g/L). En primer lugar,
se realizaron diluciones de los hidrolizados con un volumen final de 1 mL.
Posteriormente, se afiadié 1 mL de una solucion de fenol al 5% (p/v) y 2.5 mL
de acido sulfurico concentrado (98% v/v). Las muestras se incubaron en un
bafio de hielo en oscuridad durante 15 min. Finalmente, se midi6 la
absorbancia a 490 nm en un espectrofotometro UV-visible. Se utilizé6 como
blanco agua destilada, solucion de fenol al 5% y 25 mL de &cido sulfurico

concentrado.



9.4.2 Determinacion de compuestos fendlicos.

- Fenoles Totales
La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 empleando el método modificado
de Lapornik et al., (2005), utilizando como referencia la curva patrén de 4cido
galico (0.05 a 0.25 mg/mL). La reaccion se llevé a cabo mezclando 100 uL de
muestra y 500 uL de reactivo de Folin-Ciocalteau (1N), posteriormente se
incub6 a temperatura ambiente y oscuridad durante 5 min. Una vez
transcurrido el tiempo, se afiadieron 400 uL de carbonato de sodio (1N) y se
incubo en oscuridad durante 30 min. Finalmente, se midio la absorbancia a
775 nm en un espectrofotometro UV-visible. Se utiliz6 como blanco agua

destilada, reactivo Folin-Ciocalteu y carbonato de sodio.

- Flavonoides
La cuantificacién de flavonoides se realizé empleando la técnica modificada
del cloruro de aluminio descrito por Zhishen et al., (1999), utilizando como
referencia la curva patrén de quercetina (0.2 a 1 mg/mL). La reaccién se llevo
a cabo mezclando 1 mL de muestra diluida,4 mL de agua destilada y 300 pL
de nitrato de sodio (0.5 g/L). Posteriormente, las reacciones se incubaron a
temperatura ambiente y oscuridad durante 5 min, una vez pasado el tiempo,
se afiadieron 300 uL de cloruro de aluminio (1 g/L) y se mantuvo en oscuridad
durante 6 min. Después se afiadieron 2 mL de hidréxido de sodio (1M) y 2.4
mL de agua. Finalmente, se midié la absorbancia a 511 nm en un

espectrofotometro UV-visible.

9.4.3 Evaluacion de la actividad antioxidante
La actividad antioxidante de los hidrolizados se determiné mediante el uso del
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), de acuerdo con el método modificado
de Kim,Guo y Packer (2002). La reaccién se llevé a cabo mezclando 100 pL
de muestra diluida con agua destilada y 2.9 mL de solucibn DPPH.

Posteriormente, las reacciones se incubaron a temperatura ambiente y



oscuridad durante 30 min, se midi6 la absorbancia a 517 nm en un
espectrofotometro UV-visible. Se utiliz6 como blanco metanol al 96% con
DPPH.

9.5Desarrollo de cinéticas de produccion de bioetanol

9.5.1 Preparacion del preindculo

Se reactivé la levadura Saccharomyces cerevisiae a partir de una muestra de
levadura comercial de la marca Leviatan y Flor ® siguiendo las instrucciones
presentes en el empaque, se inocul6 en agar papa dextrosa (PDA) y se incubé
a 30 °C durante 24 h. Posteriormente, se prepararon 2 matraces de 250 mL
con 50 mL de caldo papa dextrosa (PDB), se esterilizaron en autoclave a
121°C, 15 psi durante 15 min. Se realizo la inoculacion de los medios de cultivo
con una asada del cultivo de S. cerevisiae previamente cultivada en PDA, y se
incubo a 30 °C, 170 rpm durante 18 h (VWR, Modelo 100-120).

9.5.2 Disefo de medios de cultivo para la produccién de bioetanol

Se disefaron diferentes medios de cultivo a base de hidrolizados de orujo de
uva para vino blanco y rosado, y se enriquecieron con diferentes fuentes de
nitrégeno. Se desarrollaron cinéticas de produccién de bioetanol por S.
cerevisiae en los distintos medios de cultivo y se realizé la cuantificacion de
azucares, biomasa, pH 'y producciéon de COza las 0, 24 y 48 h de cultivo.

La preparacion de los medios de cultivo se realizé de la siguiente manera:
- Medio control
En el Cuadro 10 se muestra la composicion del medio de cultivo control, donde

la fuente de carbono fue la glucosa y como fuente de nitrégeno el nitrato de

potasio:



Cuadro 10. Composicion del medio control.

Componente Concentracion (g/L)
Glucosa 15
Nitrato de potasio 15
Fosfato monobésico de potasio 15
Sulfato de magnesio 15
Agua destilada 1000 mL

Se ajustoé el pH a 4 con una solucion de HCI al 10% (v/v) y se esteriliz6 en
autoclave a 121°C, 15 psi durante 15 min. Para la cinética se agregaron 39 mL
del medio en 8 botellas de vidrio de 120 mL estériles y 1.3 mL de preindculo

de S. cerevisiae bajo condiciones de esterilidad.

- Medios de cultivo a base de hidrolizados de orujo de vino blanco
y rosado
Para la elaboracion de estos medios se realizaron dos soluciones salinas
saturadas con diferente fuente de nitrégeno (nitrato de potasio y extracto de

levadura) que posteriormente fueron agregadas a los hidrolizados:

Cuadro 11. Composicion de las soluciones salinas saturadas con diferentes

fuentes de nitrégeno.

Solucion salina saturada A Solucion salina saturada B
Nitrato de potasio 15g/L Extracto de levadura 1.5¢9/L
Fosfato monobasico de 15 g/L Fosfato monobasico 15¢g/L
potasio de potasio (15 g/l)
Sulfato de magnesio 15 g/L Sulfato de magnesio 15¢g/L
Agua destilada 1000 mL Agua destilada 1000 mL

Se ajusto el pH de las soluciones hasta obtener un valor de 4 con una solucién

de HCI al 10% (v/v) y se esterilizaron en autoclave a 121°C, 15 psi durante 15



min. Las cinéticas se desarrollaron en botellas serolégicas estériles de 120 mL

con septos preparando los siguientes tratamientos:

1) Medio 1: hidrolizado de orujo de vino rosado (35 mL) con solucién A (4 mL).
2) Medio 2: hidrolizado de orujo de vino rosado (35 mL) con solucién B (4 mL).
3) Medio 3: hidrolizado de orujo de vino blanco (35 mL) con solucién A (4 mL).

4) Medio 4: hidrolizado de orujo de vino blanco (35 mL) con solucion B (4 mL).

Todas las botellas se inocularon con 1.3 mL del preinéculo de S. cerevisiae,

todos los experimentos se desarrollaron por triplicado.

9.5.3 Desarrollo de cinéticas para la produccién de bioetanol

Una vez que se obtuvieron los mejores medios para la produccién de bioetanol
se desarrollaron cinéticas a lo largo de 24 h de cultivo, tomando muestras cada
4 h y determinando la concentracion de azucares, biomasa, pH, CO2 y
produccion de etanol.

Las cinéticas se desarrollaron en botellas seroldgicas de 120 mL estériles con
septos, se adicion6 a cada botella 35 mL de hidrolizado de orujo de vino blanco
o rosado, 4 mL de solucion salina saturada B y 1.3 mL de preinéculo de S.

cerevisiae. Los cultivos se incubaron a 30 °C y 170 rpm durante 24 h.

9.5.4 Anaélisis de las muestras

El analisis de las muestras se realizo en el siguiente orden:

| Cuantiﬂcacién. AL Biomasa por
de a Analisis de pH
de CO, i 'ﬂ‘w‘-'“ = P peso seco de etanol

Figura 21. Diagrama del andlisis de muestras.




9.5.4.1 Cuantificacion de CO2

La cuantificacion de CO:2 se realizé mediante el desplazamiento de una
solucion de cloruro de sodio sobresaturada (250 g/L) en una probeta de vidrio,
se midi6 el volumen de solucion salina desplazado debido al volumen ocupado

por el CO2 producido en los cultivos fermentados. En la Figura 22 se muestra

el sistema que se disefid para la medicion del COz:

Figura 22. Disefio del sistema para la cuantificacion de CO:2 por
desplazamiento de una solucion salina sobresaturada.

9.5.4.2 Cuantificacion de azlUicares reductores

Se empled el método colorimétrico modificado del &cido 3,5-dinitrosalicilico

(DNS) desarrollado por Miller (1959) descrito anteriormente.

9.5.4.3 Andlisis de pH

Las muestras fueron analizadas a temperatura ambiente con un potenciémetro

previamente calibrado.



9.5.4.4 Biomasa por peso seco
La produccion de biomasa se determind por una técnica gravimétrica. En
primer lugar, los cultivos fueron centrifugados a 3000 rpm durante 15 min. Se
recuperaron los pellets celulares y se colocaron en charolas de aluminio
(previamente colocadas a peso constante), se registré el peso de las charolas
con biomasa humeda. Posteriormente, las muestras se colocaron en un horno

a 80°C durante 24 h, y finalmente se registr6 el peso de la biomasa seca.

9.5.45 Determinacion de etanol

El etanol producido en los medios fermentados se recuper6 mediante una
destilacién simple. De esta forma, se monto6 un sistema de destilacion de vidrio
con un sistema de recirculacion de agua a 4°C. El matraz que contenia el
medio fermentado se colocO6 en una parrilla de calentamiento
(ThermoScientific, Cimarrec Basic) a 80°C, el tiempo para la destilacion de las
muestras fue de 2 h. El volumen de etanol recuperado fue cuantificado y los

destilados fueron almacenados en congelacion a - 20°C.

9.5.5 Anadlisis estadistico

Se emplearon diseflos completamente al azar para los experimentos
realizados en este estudio. En el caso de la evaluacion de los métodos de
hidrdlisis para cada uno de los orujos, se evalué como factor el método de
hidrdlisis con dos niveles (1 y 2). En los experimentos donde se evaluo la
produccion de bioetanol con diferentes medios de cultivo, para el hidrolizado
de orujo rosado se evalu6 como factor el tipo de medio de cultivo con tres
niveles (medio con nitrato de potasio, medio con extracto de levadura y medio
control). Mientras que, para el hidrolizado de orujo blanco el factor de estudio

fue el tipo de medio cultivo con cuatro niveles (medio con nitrato de potasio,



medio con extracto de levadura, medio control y medio PDC). En todos los
casos, los tratamientos se desarrollaron y evaluaron por triplicado.

Los datos generados se analizaron por un andlisis de varianza (ANOVA). Con
el objetivo de determinar las diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos, se realizé un andlisis aplicando la prueba de Tukey-Kramer con
un nivel de significancia de 0.5 (a<0.5). El analisis estadistico se desarrolld

empleando el paquete estadistico NCSS versién 2007.



9.5.6 Parametros cinéticos

Los rendimientos de formacion de biomasa, etanol y CO2respecto al consumo
de sustrato se defini6 mediante las ecuaciones 1 a la 3:

AX _ Biomasa Producida (g)

Rendimiento celular Y %=—= . (1)
AS Sustrato Consumido (g)
. Etanol __ AP __  Etanol Producido (g)
Rendimiento de Etanol Y == = A5 = Sustrate Consamido ( (2)
9)
A ACO2 C02 Producido
Rendimiento de CO2 Y % = AS - Sustrato Consumic(li)( (3)
9)

La velocidad especifica de crecimiento fue determinada empelando la
ecuacion 4 realizando una regresion lineal de la fase exponencial de la curva
de crecimiento:

Inx = Inxy + ut (4)

X0= es la concentracion inicial de células

X=la concentracién de células viables en cualquier tiempo
M= velocidad especifica de crecimiento (s-)

t=tiempo de duplicacion (s, h, min)

En el proceso de fermentacion, la determinacién de las tasas especificas de
produccién y consumo se calcularon con las ecuaciones 5y 6:

Tasa especifica de formacién de Etanol / CO2 % =Yax# (5)
u

gs =
Tasa especifica de consumo de sustrato (qs) =~ == (6)

Para el calculo tedrico de COg, se utilizd y despejo la ecuacion de los gases
ideales para calcular el nUmero de moles:

Ecuacién gases ideales: PV = nRT 7)

El calculo de Etanol teorico se calculdé considerando la glucosa consumida
mediante la ecuacién 8:

1mon Giu) (2 mol Eta) ( 46 g Eta

Gl id L( ) =g Eta/L
lucosa consumida g/ 180 g 1 mol Glu/ \1mol Eta g Eta/ (8)



X. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Composicion masica de los orujos de uva

En la Figura 23, se muestran los resultados de la composicion masica

porcentual del orujo de uva para vino rosado y vino blanco.
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Figura 23. Composicion masica de los orujos de uva para vino rosado y vino blanco.

La composicion masica del orujo de uva se divide en tres fracciones: agua,

hollejo y semilla.

El contenido de agua resultante del analisis fue de 71% en orujo vino rosado

y 76% en orujo de vino blanco.

Estos resultados fueron similares a los reportados por Gonzélez et al., (2010)
donde analizaron 10 variedades de uva y sus subproductos; el orujo de uva
contenia en promedio entre 55 y 75% de agua, pero este porcentaje depende
del origen e intensidad del prensado en la produccion del vino.

Con respecto a los hollejos (pulpa y piel), los analisis indicaron que
representan el 26% en el orujo de vino rosado y 19% en orujo de vino blanco.

Al comparar estos resultados con otros estudios, se observa que la fraccion
de hollejos en nuestro trabajo fue mayor en comparacion con los resultados

reportados por Flanzy (2000), donde reporté que los hollejos de la uva



corresponden entre un 7-12% del peso total del residuo. Estas variaciones se

pueden explicar debido a las variedades de uva del orujo empleadas.

En cuanto a la fraccion de semillas, se observo que representan el 4% del peso
del orujo de vino rosado y de vino blanco, lo que concuerda con lo reportado

por Beres et al., (2017), donde la semilla representaba del 2 al 5%.

10.2 Evaluacion del método de hidrélisis de los orujos de uva

La biomasa lignocelulésica, representa una fuente sustentable y prometedora
para la produccion de biocombustibles de nueva generacién, por lo que su
aprovechamiento e investigacion sobre métodos para la liberacion de sus
azucares es de suma importancia ante los retos ambientales que enfrentamos
hoy en dia (Chiaramonti et al.,, 2012). Es necesario llevar a cabo una
descomposicion estructural de la lignocelulosa para su aprovechamiento, ya
gue, existen enlaces fuertes entre las moléculas de azucares presentes y asi

lograr la produccion de bioetanol mediante la fermentacién de las mismas.

La hidrolisis de la biomasa lignocelulésica, en este caso el orujo de uva, es
una de las etapas mas importantes en la produccion de etanol. La hidrdlisis
aciday la hidrélisis enzimatica son los principales métodos que se utilizan para
la degradacion de azucares en la biomasa vegetal (Du et al., 2011). La
hidrolisis acida a diferencia de la enzimatica, representa rendimientos de
reaccion mas altos y no requiere pretratamientos sofisticados y costosos
(Tejeda et al., 2011)

Por ello, para asegurar la liberacion y disponibilidad de azicares monomeéricos
potencialmente fermentables de los orujos de uva, se evaluaron dos métodos
distintos de hidrolisis acida junto a tratamientos térmicos de alta presion
descritos anteriormente como Método 1 (Tzintzun et al., 2016 y Pérez, 2019)
y Método 2, que constan principalmente de dos etapas, pretratamientos
fisicoquimicos e hidrélisis acida.



En la Figura 24, se muestra la concentracion de azucares reductores en los
hidrolizados de orujo de vino rosado y vino blanco sometidos a los dos
métodos de hidrdlisis. Como resultado se observé que el método 2 fue mas
efectivo para hidrolizar los azlUcares complejos en los orujos, ya que, se
obtuvieron 13.61 g/L de azlcares reductores en el hidrolizado de orujo de vino
rosado; mientras que con el método 1 se obtuvo una concentracion de 4.16
g/L. De igual manera para el orujo de vino blanco, 13.62 g/L con el método 2
y 3.47 g/L de azucares reductores con el método 1.

Al comparar los resultados con otros estudios Lépez Oyanedel (2019), reporto
una concentracion de azucares reductores de 34.67 g/L en orujo de uva
mediante el uso de hidrolisis enzimética y un pretratamiento acido. Al llevar a
cabo una combinacion de distintos pretratamientos y métodos de hidrolisis se
logran altas concentraciones de azucares. Sin embargo, esto significa un gran

aumento en el costo de produccién (Luo et al., 2019).
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Figura 24. Concentracion de azucares reductores en los hidrolizados de los orujos de
vino rosado y vino blanco evaluando dos métodos de hidrélisis. Los datos son
expresados como valores promedio + desviacion estandar (n = 3).



10.3 Compuestos bioactivos presentes en los hidrolizados de

residuos vinicolas

Con base en los resultados obtenidos en nuestro estudio, se observé que el
método 2 garantizé una mejor liberacion y disponibilidad de azlcares
reductores en los hidrolizados. Por lo tanto, se realizé una caracterizacion de
los hidrolizados al cuantificar diferentes compuestos bioactivos como fenoles
y flavonoides, asi como sus propiedades como la actividad antioxidante de los
hidrolizados (Cuadro 12).

Como resultado se observé que el orujo de vino blanco presentdé una mayor
concentracion de fenoles totales (3.27 g/L) en comparacién con el orujo de
vino rosado (1.64 g/L) (Cuadro 12). Cabe destacar que estos valores
concuerdan con los reportados por Aguilar et al. (2015), donde los valores
maximos que reportaron son de 2.85 g/L en mostos enriquecidos con orujo de

uva.

Por otra parte, se analizé la concentracion de flavonoides en este estudio
(Cuadro 12) obteniéndose para el hidrolizado de orujo de vino rosado 10.45
g/L de flavonoides, y en el orujo blanco 7.53 g/L. Es importante sefalar que
los resultados obtenidos en este estudio fueron superiores a los reportados
por Negro et al., (2003) reportando 1.31 g/L de flavonoides totales en muestras

de orujo de uva.

Los resultados referentes a la actividad antioxidante, demostraron que los
hidrolizados tienen la capacidad de captacion de radicales DPPH de un
50.07% en el orujo de vino blanco y de 1.26% en orujo de vino rosado (Cuadro
12). Sin embargo, los resultados de este estudio fueron menores a lo reportado
por Zaky et al., (2020). Las diferencias observadas en los resultados pueden
explicarse debido a diferentes factores ambientales, genéticos, practicas
agronémicas o procesos de vinificacion donde proviene el orujo analizado
(Doshi et al., 2006).



Cuadro 12. Compuestos bioactivos presentes en los hidrolizados de los orujos de
uva para vino rosado y vino blanco.

Azlcares Azlicares Fenoles Flavonoides Actividad
Hidrolizado reductores totales (g/L) totales? totales P antioxidante ¢
(g/L) (g/L) (g/L) (%)
Or”rjgs‘i‘é(‘)"“o 13.61+0.70a | 2424+45a | 1.64+023a | 10.45+0.96a 1.26 + 2.19a
Or“é?a‘r’]ic‘)"“o 13.62+0.45a | 19.74+3.0a | 3.27+0.21b 7.53 + 2.54a 50.07 + 2.96b

Los datos son expresados como valores promedio + desviacién estandar (n = 3).

Medias en la misma columna con diferente letra son significativamente diferentes (p < 0.05)
aFenoles totales: cuantificados como equivalentes de &cido gélico.

b Flavonoides totales: cuantificados como equivalentes de quercetina.

¢ Actividad antioxidante: determinada como la actividad de captacion de radicales DPPH

10.4 Efecto de las fuentes de carbono y nitrogeno sobre la
produccion de etanol empleando los hidrolizados de los residuos

vinicolas.

En cada hidrolizado, se evalué y realizé una cinética de produccion de etanol
mediante el analisis del consumo de sustrato, generacion de biomasa,

produccion de COg, etanol y el calculo de sus parametros cinéticos.

10.4.1 Hidrolizados de orujo de vino rosado
Se evaluo el hidrolizado enriquecido con dos distintas fuentes de nitrogeno,
nitrato de potasio (KNO3) y extracto de levadura, al igual que un medio control
(15 g/L glucosa, 1.5 g/L nitrato de potasio, 1.5 g/L fosfato monobasico de
potasio y 1.5 g/L sulfato de magnesio) (Cuadro 13).

El medio control tuvo una conversion de sustrato de 9.9%, significativamente
menor a los medios con hidrolizado (67.28 —84.58%). Por lo que la produccién
de biomasa (0.07 g/L), CO2 (0.10 g/L), etanol (0.53 g/L) y sus respectivos

rendimientos, fueron significativamente inferiores.



Cuadro 13. Evaluacién de la produccion de bioetanol empleando hidrolizados de
orujo de vino rosado enriquecido con diferentes fuentes de nitrégeno.

Azlcares Azlcares Biomasa co Etanol Conversion
Medio iniciales residuales (/L) ( /LZ) (/L) Yyis Ycozs Y etanonst de sustrato
@/L) (/L) g g g (%)
control | 1038% | 935+ | 0o07x | %1% | 053x | 000 | 012+ | 051+ | 990x
0.53b 0.88c 0.06a | ;o4q | 0452 | O.1la | 0.07a | 0.00 8.46a
;']?imd'gg‘é‘(’) 9.06 + 2.96 + 4.96 + 0.32 314+ | 081+ | 015+ | 051+ 67.28 +
Corf' KNO 0.68a 0.00b 0.18 | 4 osp | 004 | 0.03b | 0.01b | 0.00 0.03b
3 .
Hidrolizado
e””ggﬁc'“ 9.33+ 0.98+ 214 | 221 | 403+ | 0274|032+ | 051+ | 8458+
extrocto de | 0-332 0.79 0.26b | ;ioc | 0:01c | 0.03a | 0.02c | 0.00 0.13c
levadura

Los datos son expresados como valores promedio * desviacion estandar (n = 3). Medias en la misma
columna con letra diferente son significativamente diferentes de acuerdo a la Prueba de Tukey (p<0.05).
1 Yewnons: célculo de rendimiento tedrico de produccion de etanol.

El hidrolizado enriquecido con KNOzinicio con 9.06 g/L de azlcares reductores
y termind con 2.96 g/L, obteniendo una conversion de sustrato de 67.28%,
significativamente mayor al control. En este medio, la produccion de biomasa
se destacé por sus altos valores al compararlo con los otros medios, ya que,
se produjeron 4.96 g/L de biomasa. La produccién de CO2 (0.92 g/L) y etanol
(3.14 g/L) igualmente fueron mayor al control. Este hidrolizado obtuvo el

rendimiento mas alto de biomasa respecto al sustrato consumido (0.81).

El hidrolizado enriquecido con extracto de levadura obtuvo una conversion de
sustrato del 84.58%, mayor a todos los medios evaluados. Este medio se
destaco por una alta produccion de etanol (4.03 g/L) significativamente mayor

al resto de los tratamientos.

Ademas de los azlcares fermentables, otro componente esencial en la
produccion de etanol y crecimiento de levaduras es la fuente de nitrégeno, ya
gue, es un macronutriente importante para mantener el balance carbono-
nitrdgeno. S. cerevisiae puede utilizar fuentes organicas, inorganicas o ambas
de nitrégeno. Sin embargo, no todas contribuyen al crecimiento de la misma

manera debido a su disponibilidad (Li et al., 2017).



En la evaluacion de los hidrolizados de orujo, se observl que el extracto de
levadura mejoro el crecimiento y produccion de etanol, esto se explica porque
a diferencia del KNOs el extracto de levadura es una fuente de nitrégeno
compleja, ya que, incluye otros nutrientes como vitaminas, péptidos y sales
inorganicas que pueden contribuir en los requerimientos de S. cerevisiae y

promover su crecimiento (Hakobyan et al., 2012 y Li et al., 2017).

10.4.2 Hidrolizados de orujo de vino blanco
Se evalué el hidrolizado enriquecido con dos distintas fuentes de nitrégeno,
nitrato de potasio (KNOs3) y extracto de Levadura, al igual que dos medios
control, uno identificado como “control” (15 g/L glucosa, 1.5 g/L nitrato de
potasio, 1.5 g/L fosfato monobasico de potasio y 1.5 g/L sulfato de magnesio)
y caldo papa dextrosa (Cuadro 14).

Cuadro 14. Evaluacién de la produccién de bioetanol empleando hidrolizados de
orujo de vino blanco enriquecido con diferentes fuentes de nitrégeno.

Medio Azlcares Azucares Biomasa CO2 Etanol Yxis Ycozis Y Etanolis? Conversion
iniciales residuales (g/L) (g/L) (g/L) de sustrato
(g/L) (9/L) (%)
Control
7.95+ 572+ 0.22 + 03+ | 1.14+ | 0.02+ | 0.13 % 0.51+ 27.99 +
0.02c 0.33d 0.07 a 0.03a | 0.17a | 0.0la 0.01la 0.00 4.20a
PDC?
10.38 + 0.46 + 1.77 £ 395+ | 5.07+ | 0.15+ | 040+ 0.51+ 95.52 +
0.15d 0.15a 0.17c 0.00d | 0.08d 0.05b 0.01d 0.00 1.48d
Hidrolizado
enriquecido 7.21 % 1.81+ 1.20+ 1.30+ | 276+ | 0.14+ | 0.24 0.51+ 74.95 +
con KNO; 0.00b 0.03c 0.11b 0.04b | 0.02b 0.02b 0.01b 0.00 0.47b
Hidrolizado
gg;‘q“ec'do 6.87 + 0.66 + 183+ | 191+ | 318+ | 022+ | 031+ | 051 90.45 +
0.12a 0.05b 0.22¢ 0.11c 0.02c 0.03c 0.02¢ 0.00 0.71c
extracto de
levadura

Los datos son expresados como valores promedio *+ desviacion estandar (n = 3). Medias en la misma
columna con letra diferente son significativamente diferentes de acuerdo a la Prueba de Tukey (p<0.05).
1 PDC: caldo papa dextrosa

2 Yetanous: célculo de rendimiento tedrico de produccion de etanol.
El medio control tuvo una conversibn de sustrato de 27.99%,
significativamente menor a los medios con hidrolizado (74.95% y 90.45%) y



PDC (95.52%). Por lo que la produccion de biomasa (0.22 g/L), CO2 (0.3 g/L)
y etanol (1.14 g/L) fueron significativamente inferiores. Cabe destacar que se
observaron valores mayores al medio control formulado con hidrolizado de

orujo de vino rosado.

El hidrolizado enriquecido con KNOsinicio con 7.21 g/L de azUcares reductores
y terminé con 1.81 g/L, que equivale a una conversion de sustrato de 74.95%,
mayor al control, lo que se refleja en sus valores de produccién de biomasa
(1.20 g/L), CO2 (1.30 g/L) y etanol (2.76 g/L). De igual forma, los valores con
este tratamiento fueron mayores a los obtenidos utilizando el hidrolizado de

orujo de vino rosado.

El PDC, obtuvo una conversion de sustrato del 95.52%, lo cual se esperaba al
ser un medio complejo. Cabe destacar que se obtuvieron valores
significativamente mayores al resto de los tratamientos, obteniéndose 5.07 g/L
de etanol, 3.95 g/L de CO:2 y su produccién de biomasa fue similar a la del

hidrolizado enriquecido con extracto de levadura (1.77 g/L).

El hidrolizado enriquecido con extracto de levadura, obtuvo una conversion de
sustrato del 90.45%, mayor a la obtenida utilizando el hidrolizado de orujo de
vino rosado, también fue mayor al medio control y al hidrolizado enriquecido
con KNOs. La produccion de etanol fue de 3.18 g/L y 1.91 g/L de CO2. A pesar
de que es menor al obtenido en PDC, el hidrolizado enriquecido con extracto
de levadura inicido con menor concentracion de azucares reductores (6.87 g/L)
que el PDC (10.38 g/L). En este medio se obtuvo el valor mas alto en

produccion de biomasa (1.83 g/L), valor similar al producido por PDC (1.77
g/L).

En los medios enriquecidos con extracto de levadura, los hidrolizados de orujo
de vino blanco y de vino rosado obtuvieron mejores resultados con respecto a
los otros medios evaluados. Los hidrolizados con extracto de levadura

obtuvieron rendimientos similares de formacién de biomasa, etanol y COo.



La presencia de compuestos bioactivos en el hidrolizado de ambos orujos, por
ejemplo, compuestos fendlicos, son de gran relevancia ya que se ha reportado
gue algunos microorganismos, particularmente, levaduras, pueden degradar
y/o utilizarlos como fuente de carbono y promover su crecimiento (Coulibaly et
al., 2020).

Asimismo, se ha reportado que la presencia de aminoacidos (lisina, tirosina,
arginina, histidina y fenilalanina) en el orujo de uva, tiene un impacto en el
crecimiento de cepas de S. cerevisiae (Fairbairn et al., 2017 y Monteiro et al.,
2020).

10.5 Cinéticas de produccion de etanol a partir de hidrolizados de

orujos de uva

Tras el anadlisis de los resultados obtenidos en la evaluacion de los hidrolizados
enriquecidos con distintas fuentes de nitrdgeno, se seleccioné el hidrolizado
enriquecido con extracto de levadura por haber tenido resultados destacables

y asi continuar con las evaluaciones subsecuentes.

10.5.1 Hidrolizados de orujo de vino rosado
Se evalud la cinética de produccion de etanol, CO2, biomasa, consumo de
azucares reductores y cambios de pH a lo largo de 24 horas, los valores
obtenidos se presentan en la Figura 25. Como resultado se observé que a
partir de las 4 h de fermentacién se presentdé un consumo acelerado de
azucares reductores y una produccion de etanol, llegando a un punto maximo
a las 12 h aproximadamente. La biomasa inici6 su fase exponencial a las 4 h
y se mantuvo en la fase estacionaria a partir de las 12 h hasta las 24 h. Es
importante mencionar que durante el transcurso del cultivo se observé una
disminucién en el pH, indicando el consumo de azucares y la produccién de

etanol.
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Figura 25. Cinéticas de produccion de bioetanol, CO2, biomasa, consumo de
azucares reductores y cambios de pH empleando el hidrolizado de orujo rosado
enriquecido con extracto de levadura a lo largo de 24 h.

Es importante mencionar que se calcularon diferentes parametros cinéticos
involucrados en la produccion de bioetanol. Se calcul6 el rendimiento celular
Yxs (g de células/ g de azucares consumidos), el rendimiento de formacion de
CO2Ycous (g de CO, / g de azucares consumidos) y de formacidn de etanol Yetanois
(g de Etanol / g de azlcares consumidos). También se calcul6 el rendimiento de
formacién de etanol sobre biomasa generada Yeanox (g de Etanol / g de
biomasa) y rendimiento de CO2 sobre biomasa generada Ycozx (g de CO2/g
de biomasa), lo cual nos indica la eficiencia de produccién del metabolito por
biomasa.

Finalmente se calcularon las tasas especificas de consumo de sustrato, de
produccion de etanol, produccién de CO: y la tasa especifica de crecimiento
(Cuadro 15).



Cuadro 15. Parametros cinéticos en la produccién de bioetanol empleando el
hidrolizado de orujo rosado enriquecido con extracto de levadura a lo largo de 24 h.

Rendimientos

Yxis Ycozis YEtanolis Ycozix YEtanolix

0.22 +£ 0.06 0.25+0.01 0.51 £ 0.00 1.33+0.30 2.48 +£ 0.66

Conversioén de

Tasas especificas sustrato (%)

-1 -1 -1 -1
qs(h ) Jco2aix (h ) JEtanol/x (h ) M (h ) 82.02 + 0.54

0.72+0.24 0.20 + 0.04 0.36 +0.10 0.1466

En la produccién de bioetanol empleando el medio de hidrolizado de orujo
rosado enriquecido con extracto de levadura se obtuvo un Yetanois de
0.51, mayor al Yxs (0.22) y Ycozs 0.25, lo cual se esperaba al ser la
produccién de etanol primordial. En esta cinética se observo una alta tasa
especifica de consumo de sustrato (0.72 ht), en comparacion con las tasas de
produccion de etanol (0.36 h') y de CO2 (0.20 h'). Su tasa especifica de

crecimiento fue de 0.1466 h.

10.5.2 Hidrolizados de orujo de vino blanco

En este estudio se desarroll6 la cinética de produccién de etanol, COg,
biomasa, consumo de azucares reductores y cambios de pH a lo largo de 24
h con el medio de hidrolizado de orujo blanco enriquecido con extracto de

levadura. Los valores obtenidos se presentan en la Figura 26.

Al igual que lo observado en el hidrolizado rosado, a partir de las 4 h hasta las
12 h de fermentacion se presento la fase exponencial del cultivo, que se
caracterizé por un consumo acelerado de azucares reductores y produccion

de etanol, CO2y biomasa.
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Figura 26. Cinéticas de produccion de bioetanol, CO-, biomasa, consumo de
azucares reductores y cambios de pH empleando el hidrolizado de orujo blanco
enriquecido con extracto de levadura a lo largo de 24 h.

En el Cuadro 16 se concentran los resultados de los calculos de rendimiento

de formacién de biomasa, formacion de CO2y formacion de etanol por sustrato

consumido. Asi como los rendimientos de formacion de etanol y CO2 por

biomasa generada y las tasas especificas de consumo de sustrato, de

produccion de etanol, produccion de CO: y la tasa especifica de crecimiento

Cuadro 16. Parametros cinéticos en la produccién de bioetanol empleando el
hidrolizado de orujo blanco enriquecido con extracto de levadura a lo largo de 24 h.

Rendimientos

Yxis Ycozis YEtanolis Yco2ix Y Etanol/x
0.25 +0.02 0.29 £ 0.00 0.51 +£0.00 1.15+0.10 2.07 £0.20
Tasas especificas Conversion de
P sustrato (%)
gs (h?) qcozx (™) Qetanolx (h™) u(h™)
0.41 £0.04 0.12 £ 0.01 0.21 £0.02 0.1015 81.00+0.67




Cabe destacar que el Yewmnors fue de 0.51, igual que en el hidrolizado de orujo
rosado. Mientras que los rendimientos El rendimiento de formacion de
biomasa (0.25) y de CO2 (0.29) fueron mayores en comparacion el hidrolizado
de orujo rosado.

En cuanto a las tasas especificas de consumo de sustrato (0.41 h'), de
produccion de etanol (0.21 h?t), de CO2 (0.12 h'!) y la tasa de crecimiento
(0.1015 h?), todos estos parametros cinéticos fueron menores a los obtenidos

con el hidrolizado de orujo rosado.

Los hidrolizados de orujo de vino rosado y de vino blanco tras el método 2 de
hidrélisis, la concentracion de azlcares reductores no presentd diferencias
significativas entre ellas (13.61 y 13.62 g/L); sin embargo, la produccién de

etanol fue distinta.

Al analizar los parametros cinéticos, se observé que el hidrolizado de orujo de
vino rosado tuvo mejores resultados, obteniendo los valores mas altos en la

getanol’x, [y €n el porcentaje de conversién de sustrato.

Cabe destacar que la concentraciéon de flavonoides en el hidrolizado de orujo
de vino rosado fue mayor y se ha demostrado que la quercetina (un flavonol
presente en la piel de la uva) puede actuar como modulador de vias de
sefalizacion celular relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y la
integridad de la pared celular para ejercer efectos protectores contra estrés

celular de S. cerevisiae, como es el estrés oxidativo (Vilaga et al., 2012)



Xl.  CONCLUSIONES
En el presente estudio se realizd una caracterizacion y evaluacion de muestras
de residuos vinicolas del Valle de Guadalupe, para ser utilizados como materia
prima en la produccion de bioetanol. Se evaluaron dos métodos de hidrolisis
de los orujos, observandose que el método 2 favoreci6 una mayor
concentracion de azucares reductores en los hidrolizados de orujos de vino
rosado y blanco (13.61 + 0.70y 13.62 + 0.45 g/L, respectivamente).
Con base en la caracterizacion fisicoquimica de los orujos se observaron
variaciones en la composicién masica de los orujos de vino rosado (71% agua,
4% semilla y 26%hollejo) y de vino blanco (76% agua, 4% semilla y 19%
hollejos). Asi como en el contenido de compuestos bioactivos en los
hidrolizados de vino rosado y blanco: fenoles totales (1.64 £ 0.23y 3.27 £ 0.21,
respectivamente), flavonoides totales (1045 + 0.96 y 7.53 = 2.54,
respectivamente) y actividad antioxidante (1.26 + 2.19 y 50.07 + 2.96,
respectivamente).
De acuerdo con los resultados de disefio y evaluacion de diferentes medios de
cultivo para la produccion de bioetanol, se observé que los hidrolizados de
orujo de vino rosado y de vino blanco enriquecidos con extracto de levadura
obtuvieron mejores resultados en la produccién de etanol (4.03 + 0.01 g/L y
3.18 + 0.02 g/L) en comparacion con los medios con KNOs (3.14 £ 0.04 g/L y
2.76 £ 0.02 g/L) y el medio control.
Cabe destacar que con el hidrolizado de orujo de vino rosado se obtuvo una
mayor velocidad especifica de produccién de etanol (getanorx =0.36 + 0.10 h1),
velocidad de crecimiento (u=0.1466 h't) y porcentaje de conversién de sustrato
(82.02 £ 0.54 %) en comparacién con el orujo de vino blanco (0.21 + 0.02 h'1),
(0.1015 h) y (81.00 + 0.67 %).
Por lo tanto, los resultados de este estudio demuestran que los hidrolizados
de orujos de vino rosado y vino blanco pueden ser utilizados como fuente de
azucares para la produccién de bioetanol tras someterlos a pretratamientos de

hidrolisis.



Xll.  PERSPECTIVAS

Con base en los resultados obtenidos en este estudio se visualizan las

siguientes areas de investigacion para préoximos estudios:

Desarrollar cinéticas de produccion de etanol en un biorreactor que permita el
control de las condiciones de operacion (pH, temperatura, agitacion) y la

optimizacién del proceso.

Identificar los azucares, fenoles y flavonoides presentes en los hidrolizados de
orujo de vino rosado y vino blanco a través de métodos cromatogréficos, al

igual que los productos secundarios de la fermentacion.

Realizar la cuantificacion del etanol por métodos cromatogréficos, ya que,
debido a limitaciones de equipos e instrumentos de analisis en este estudio la

produccion de etanol reportada fue teorica.

Evaluar la produccion de etanol con diferentes tipos de levaduras y/o
microorganismos modificados genéticamente para incrementar los

rendimientos de produccién de etanol y evitar la inhibicion por producto.

Por ultimo, establecer las bases tecnoldgicas para la implementacion del
proceso de produccion de bioetanol a una escala piloto, empleando los

residuos vinicolas del Valle de Guadalupe como materia prima.
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