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UNTATRMOAD NACIOMAL DI MOOUIGUA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA
COMISION ORGANIZADORA

RESOLUCION DE COMISION ORGANIZADORA
N° 646-2017-UNAM

Moquegua, 27 de Noviembre de 2017

VISTOS, el Informe N° 0293-2017-EPIA/VIPAC/UNAM de 20 de Noviembre 2017. Oficio N° 456-2017-
VIPAC-CO/UNAM de 21 de Noviembre 2017, Informe N° 148-2017-EEP-UNAM de 15 de Noviembre
2017, Acuerdo de Sesién Ordinaria de Comisién Organizadora del 27 de Noviembre 2017, y;

CONSIDERANDO:

Que, el parrafo cuarto del articulo 18° de la Constitucién Politica del Estado, concordante con el articulo
8° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, reconoce la autonomia universitaria. en el marco normativo,
de gobierno, académico, administrativo y econémico, que guarda concordancia con los articulos 6°, 7°, 8¢,
9° y 10° del Estatuto Universitario:

ﬁ Que, el Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moquegua, aprobado con
Resolucién de Comisién Organizadora N° 190-2016-UNAM de 05 de Agosto de 2016, establece en el
Articulo 12° que el proyecto de tesis es un trabajo de investigacién individual que presentan los
estudiantes del dltimo ano académico, egresados o bachilleres al Director de la Escuela Profesional, con
la finalidad de resolver un problema objeto de estudio. asimismo, precisa en el Articulo 15° que todo
proyecto de tesis debe tener un asesor, quien debera ser docente ordinario de la Escuela Profesional o en
forma facultativa un docente contratado en la especialidad en el drea que se investiga. El jurado
dictaminador del proyecto, serd designado por el Comité Asesor v el Director de la Escuela Profesional,
el mismo que estard compuesto por tres miembros elegidos entre los docentes ordinarios v/o contratados,
conforme se indica en los articulos 182, 19° y 20° del precitado Reglamento.

Que, mediante Informe N° 0293-2017-EPIA/VIPAC/UNAM de 20 de Noviembre 2017, el Director de la
Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial. solicita a Vicepresidencia Académica la aprobacién del
proyecto de tesis denominado: “APROVECHAMIENTO DEL ORUJO DE UVA (vitis vinifera L.) PARA
LA OBTENCION DE ETANOL POR VIA HIDROLOSIS ALCALINA Y ENZIMATICA EN EL VALLE
DE MOQUEGUA”, presentado por el Bachiller Hosin Humiri Huaraya, el mismo que fue declarado apto
segin acta de aprobacién de proyecto de tesis para optar el titulo profesional de Ingeniero
Agroindustrial de fecha 15 de Noviembre de 2017, solicitando se emita el acto resolutivo.

Que, con Oficio N° 456-2017-VIPAC-CO/UNAM de 21 de Noviembre de 2017, la Dra. Maria Elena
Echevarria Jaime, Vicepresidenta Académica de la Universidad Nacional de Moquegua, solicita al Dr,
Washington Zeballos Gamez Presidente de la Comision Organizadora — UNAM, la emisién de acto
resolutivo de reconocimiento de aprobacion de proyecto de tesis, asi como la designacién de asesor y
m miembros del jurado dictaminador, conforme se precisa en el Reglamento de Grados y Titulos de la
Universidad Nacional de Moquegua.

Que, en Sesidn Ordinaria de Comisién Organizadora del 27 de Noviembre 2017, se acorddé por
UNANIMIDAD. Aprobar el Proyecto de Tesis en referencia presentado por el Bachiller Hosin Humiri
Huaraya, asimismo se acordé designar como Asesor de Tesis al Dr. Rene German Sosa Vilea v a los
miembros del jurado dictammador de la Escuela Profesional de Ingenieria de Agroindustrial de la
UNAM, encargados de evaluar el trabajo de investigacién, conforme a la propuesta remitida.

Por las consideraciones precedentes y en uso de las atribuciones que le concede la Ley Universitaria N°
30220, el Estatuto de la Universidad Nacional de Moquegua y lo acordado en Sesién Ordinaria de
Comisién Organizadora del 27 de Noviembre 2017.

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO.- APROBAR, el Proyecto de Tesis  denominado:
“APROVECHAMIENTO DEL ORUJO DE UVA (vitis vinifera L.) PARA LA OBTENCION DE ETANOL
POR VIA HIDROLOSIS ALCALINA Y ENZIMATICA EN EL VALLE DE MOQUEGUA” el Bachiller
HOSIN HUMIRI HUARAYA, conforme a lo expuesto a la parte considerativa de la presente resolucion.

ARTICULO SEGUNDO.- DESIGNAR, al Asesor Principal de Tesis al Dr. Rene German Sosa
Vilea, aprobado en el articulo primero de la presente resolucidn.




&

UNAM

UNETRUBAS NACIONAL B MOGULOUS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA
COMISION ORGANIZADORA

RESOLUCION DE COMISION ORGANIZADORA
N° 646-2017-UNAM

ARTICULO TERCERO.- DESIGNAR, al Jurado Revisor y Dictaminador del Proyecto de Tesis:
“APROVECHAMIENTO DEL ORUJO DE UVA (vitis vinifera L.) PARA LA OBTENCION DE ETANOL
POR VIA HIDROLOSIS ALCALINA Y ENZIMATICA EN EL VALLE DE MOQUEGUA”, presentado
por el Bachiller, HOSIN HUMIR HUARAYA, conforme al siguiente detalle:

> Mg. ELIAS ESCOBEDO PACHECO : PRESIDENTE
» Mg CESAR AUGUSTO NAPA ALMEYDA 3 PRIMER MIEMBRO
> Ing. JERONIMO MARTIN SARCO BURGOS : SEGUNDO MIEMBRO

ARTICULO CUARTO.- ENCARGAR, a los profesionales designados el cumplimiento de lo
establecido en el Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moquegua. asimismo,
Vicepresidencia Académica deberd adoptar las acciones académicas necesarias, para el cumplimiento de
la presente resolucion.

Registrese, Comuniquese, Publiquese y Archives

W&L%)

. WASHINGTON ZEBALLOS GAME I S. KUONG CORNEJO
PRESIDENTE I0 GENERAL
T
Presidenna
VIPAC
VIPI
EPIM

Interesado
Arch. (2)
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INFORME N° 293-2017-EPIA/VIPAC/UNAM

UNIVERSIDAD NACIGONAL DE pigaukﬁu"_}
A DRA. MARIA ELENA ECHEVARRIA JAIME VISEPRESIOE NG i SCAGEMICA
Vicepresidenta Académica - UNAM RFCIBIDO
DE Ing. M.Sc. MARIO ROGER COTACALLAPA SUCAPUCA 21 NOV 205307
Director de la Escuela Profesional de INGENIERIA AGROINDUSTRIAL 5‘ 0 N° Reg. . N
Hor2 .
ASUNTO Aprobacién de Proyecto de Tesis, Ratificacion de Asesor, Jura@:@ﬁ%;um’@&
REFERENCIA INFORME N° 148-2017-EEP-UNAM
FECHA Moquegua, 20 de noviembre del 2017

Es grato dirigirme a usted, con la finalidad de saludaria cordiaimente, y a su vez hacer de su
conocimiento que en atencion al documento de la referencia, presentado por el Mg. Elias Escobedo Pacheco tiene a bien informar a
esta direccion que con fecha 15 de noviembre del 2017 se declara APTO el Proyecto de Tesis denominado “APROVECHAMIENTO
DEL ORUJO DE UVA (Vitis vinifera L.) PARA LA OBTENCION DE ETANOL POR ViA HIDROLOSIS ALCALINA Y ENZIMATICA
EN EL VALLE DE MOQUEGUA", presentado por la Bachiller HOSIN HUMIRI HUARAYA; Para lo cual se adjunta un (01) ejemplar
del Proyecto de Tesis Aprobado.

En tal sentido y en amparo del Reglamento de Grados y Titulos de la UNAM, segln se indicaensu art.
30° se inscribe el Proyecto de Tesis en el Registro de Trabajos de Tesis de la Escuela y se notifica al Tesista sobre la aprobacion del
referido proyecto.

Por lo mismo, solicito a usted que mediante su despacho se realice el tramite correspondiente para la
emision del acto resolutivo segun se precisa:

Articulo Primero: Aprobar el Proyecto de Tesis denominado: “APROVECHAMIENTO DEL ORUJO DE UVA (Vitis vinifera L.)
PARA LA OBTENCION DE ETANOL POR VIiA HIDROLOSIS ALCALINA Y ENZIMATICA EN EL VALLE DE MOQUEGUA”",
presentado por la Bachiller HOSIN HUMIRI HUARAYA,

Articulo Segundo: Ratificacion de Asesor de Proyecto de Tesis:

Asesor Dr. Rene German Sosa Vilca

Articulo Tercero: Ratificacion de Jurado Dictaminador y Revisor, segln el siguiente detalle:

Presidente
Primer Miembro
Segundo Miembro :

Mg. Elias Escobedo Pacheco
Mg. Cesar Augusto Napa Almeyda
Ing. Jerénimo Martin Sarco Burgos

Es todo cuanto informo a usted, para su conocimiento y acciones necesarias.

Atentamente,

MRCS/DEPIA.
SCO/sec.
C.C.. ARCHIVO

WARIO ROGER CDTACAUAPASUCAPUCA
DIRECTOR
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::o;;:mo:u CRSANIZ AT A
RESIC S -1
OFICIO N° 456 -2017-VIPAC-CO/UNAM RECIEILLO
SENOR: _ .

Dr. WASHINGTON ZEBALLOS GAMEZ 23 NOV 2011

PRESIDENTE DE LA COMISION ORGANIZADORA

Hora:,, ]2 .l..?.(.u.!!!_.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA L — —-—
Presente.- Fiemas.... Y et pIAEHE
ASUNTO - PROYECTO DE TESIS, RATIFICACION DE ASESOR, JURADO DICTAMINADOR Y

REVISOR

REFERENCIA :  INFORME N° 293-2017-EPIA/VIPAC/UNAM

Mediante el presente es grato dirigirme a usted, para saludarlo cordialmente y a la vez
manifestarle que visto el documento de la referencia, presentado por el Ing. MSc. MARIO ROGER COTACALLAPA
SUCAPUCA Director de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial, solicita la Aprobacién del Proyecto del Tesis
denominado “APROVECHAMIENTO DEL ORUJO DE UVA (Vitis vinifera L.) PARA LA OBTENCION DE ETANOL POR VIA
HIDROLOSIS ALCALINA Y ENZIMATICA EN EL VALLE DE MOQUEGUA”, segun detallo:

Ratificacion de Asesor de Proyecto de Tesis:
e Asesor : Dr. Rene German Sosa Vilca

3.- Ratificar de Jurado Dictaminador y Revisor:

e Presidente . Mag. Elias Escobedo Pacheco
e  Primer Miembro . Mg. Cesar Augusto Napa Aimeyda
*  Segundo Miembro . Ing. Jerénimo Martin Sarco Burgos

Por lo expuesto, solicito a través de vuestro despacho la aprobacion mediante acto resolutivo del
Proyecto de Tesis, Ratificacion de Asesor y Ratificacién de jurado dictaminador y revisor.

Agradeciendo la atencion al presente, hago propicia la ocasién para reiterarle los sentimientos
de mi especial consideracion y estima personal.

Atentamente, PRESIDENCIA - UNAM  Prov. 991U
Folios: € 4 FIg. . . Pasea: S5¢
UNIVERSIDAD 114 41 Fecha: ] 3 NOY,.2017....Para:  Sccicin. R€....
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MEEJ/VIPAC
MASM/Sec,
C.c./Archivo.

Moquegua, Prolongacién Calle Ancash S/N Telefax 053 — 461227 053 — 463514 Anexo (202) 053-461471

wwww.unam.edu.pe

Vice_presidencia@unam.edu.pe
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INFORME N° 148-2017-EEP-UNAM

A : MSc. MARIO ROGER COTACALLAPA SUCAPUCA
Director de la E.P. Ingenieria Agroindustrial

DE : Mg. ELIAS ESCOBEDO PACHECO
Docente Ordinario

ASUNTO . DICTAMEN PROYECTO DE TESIS

FECHA . Moquegua, 15 de noviembre del 2017

UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGU2
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIA!

REC'BIDO

| 7 NOY 2017

Es grato dirigirme a usted para saludarlo cordialmente y en cumplimiento al
articulo 26° del Reglamento de Grados y Titulos de la UNAM, se informa que el Proyecto de Tesis
presentado por la Tesista HOSIN HUMIRE HUARAYA ha sido declarado APTO por el Jurado

dictaminador y se hace alcance del Proyecto aprobado en tres ejemplares.
Es cuanto se informa.

Atentamente.

ﬁ.ﬂELMS EéCOB 0 PACHECO
Presidente del Jurado

UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA
ESCUELA PROFESIONAL DF INGENIERIAAGROINDUSTRIAL

Pase 21 EErm i
Para: ..... V) )}W/ )//fﬁc...—a

M7 NOv 2017

Fecha:
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

FICHA DE EVALUACION DEL PROYECTO DE TESIS

Esta ficha deberd se llenada por el jurado dictaminador y revisor del Proyecto de Investigacion, en
una reunion conjunta con todos sus miembros y después de haber compatibilizado sus sugerencias:

AUTOR
DIRECTOR
ASESOR

...................................................................................................................................

1. ¢Eltitulo tentativo refleja el problema objeto de estudio? Si (.....) NO Ceosze)
Se sugiere.... LTI

................................................................................................................................................................

2. (¢El problema de estudio concuerda con las lineas, programas y dreas de investigacion de la
EPIA? SI (X.) NO (.....)
S8 SUBIEIB csssssvssninssnsessnsssnisasssonsssanssnrassressessssisssasssssosiassonsis s swasssassiosssssssios sovssisesissorsibsiasiesonmemsmenenes

3. (El problema de estudio ayuda al conocimiento y/o solucién de los problemas que aquejan
a la realidad nacional y/o regional? SI (,¥.) NO {(....)
S BN T oo 308145 S5 FESF RSt e msne OO PR 4SS SRS A VSRR TGS

4. (El planteamiento del problema objeto de estudio tiene sustento tedrico y precisa con
claridad lo que se sugiere investigar? Sl (./K) NO (.....)
Se sugiere..... &y,

...............................................................................................................................................................

5. ¢Se expone como antecedentes los resultados o avances de estudios anteriores
relacionados con el problema objeto de investigacién? Sl (&) NO(....)

Se suglere’1”"‘%’“‘"“"/J

...............................................................................................................................................................
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6. ¢Los objetivos estan elaborados de acuerdo con el problema objeto de estudio?
SI(.&) NO (....)
3 SUBIRI .

...............................................................................................................................................................

7. ¢Se precisa en los objetivos los logros que se espera alcanzar? S| (X.) NO (.
€ SUBIEIE... LTSN M PR NS ...t

8. ¢En el marco teédrico expone suficientemente las teorfas que sirven de sustento y
explicacion al problema objeto de investigacién? S| (X)NO(....)
€ SUBIRC sttt ...

9. ¢Se ha revisado la suficiente bibliograffa para la elaboracién del marco tedrico?
SI{.X)NO(....)
Se debe incluir ademas los siguientes conceptos .. Y-

10. ¢éSe incluyen todos los conceptos que intervienen en |z investigacion? Si (....) NO (izsu:)
Se debe incluir ademas los siguientes conceptos T R —————

11. (Los conceptos estdn adecuadamente definidos? S| (X.)NO (.....)
Se debe incluir ademds los SIBUIENTES CONCRPLOS v

...............................................................................................................................................................

12. LAS HIPOTESIS:
a) ¢éTienen relacién y responden al problema formulado)
SUAINO (cvn) S debN Ge: .o

13. Método de la Investigacién:
a) ¢Cudlesel tipo de investigacion a ser desarrollada en el proyecto?
- Investigacién Basica o Pura (vnnr)
- Investigacién aplicada (%)
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SENOR DIRECTOR DE LA EPIA:
En mérito a la evaluacién del proyecto, el jurado lo declara:

A) APTO (X))
Por tanto debe ser inscrito en el Libro de Proyectos de Investigacién de la Escuela
Profesional de Ingenierfa Agroindustrial,

B) NO APTO (w..n)
Por tanto, el Tesista debe de corregir las observaciones efectuadas por el Jurado

Dictaminador y Revisor en el Presente formato y presentarlo oportunamente para una
nueva revision y evaluacidn.

PRIMER MIEMBRO L
M. Loy /L/@,[/;LJ %ﬂef /3

........................................................

R ......"U‘f‘r ..................

j = - 0 Umu \(\ “\}(,\TC“‘" (o8
DIRECTOR O ASESOR DE TESIS HO mTElg‘l ' _H (
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E PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Actualmente es posible desarrollar nuevas fuentes de energia o combustible para
satisfacer las necesidades de la sociedad, a través de diversos productos de
interés. El aprovechamiento de los residuos agroindustriales puede ayudar en la
disposicion final de los residuos que ya no pueden ser reutilizados de manera que
esto permite evitar que se conviertan en contaminantes de suelos, agua
subterranea y asi mismo da un impulso en la concientizacion de un medio

ambiente mas limpio mediante la produccion de biocombustible etanol.

La region de Moquegua cuenia con una gran fradicion vitivinicola, segun la
Direccion Regional Agraria de Moquegua (DRAM., 2015), la produccion de uva es
cerca de 5,245.1 Tn por ano, el 35% es destinado para la elaboraciéon de vino,
41% destinado para la elaboracion de pisco, 18% es la produccion de uva de
mesa, y el 8% destinado para el consumo familiar. Por tanto, en el proceso de
elaboracién del vino v piscos se genera como principal residuo es el orujo de uva

organica prensada que queda como desecho o subproducto a partir de la

extraccion del mosto de uva gue esta conformada por el holleio (piel de |

- wmeim mee e e g APt =

uva)
las semillas y dependiendo del productor, el escobajo. Por lo cual esto se ha
reutilizado tradicionalmente en diferentes procesos como en la obtencién de
licores mediante destilacion como un aguardiente de orujo de uva, fertilizante,
alimento para animales, obtencion de compuestos de interés como extraer
colorantes naturales, taninos del hollejo de uva, aceites de las pepitas de uva, etc
{(Aimaretti., Ybaio., Escorcia., & Codeuviila, 2012)

La industria vitivinicola produce una gran cantidad de residuos organicos
actualmente poco aprovechados. El orujo de uva generado después del proceso




de elaboracién de vino se desecha directamente en los suelos de los mismos
vifiedos del valle de la Region de Moquegua. El orujo de uva por tener elevado
contenido en materia organica, potasio y baja salinidad es utilizado en la
produccion de sustratos para la agricultura (Paradelo., Moldes., Gonzalez., &
Barral., 2002).

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1. Interrogante General

¢ Cual es el efecto de Temperatura y pH en la obtencion de etanol a partir de orujo
de uva (Vitis vinifera L.) por via hidrolisis alcalina e hidrolisis enzimatica?

1.2.2. interrogantes especificas

¢ Cual es la temperatura y pH 6ptimo para la obtencion de etanol a partir de orujo
de uva (Vitis vinifera L.) por via hidrolisis aicalina?

¢ Cual es la temperatura y pH 6ptimo para la obtencion de etanol a partir de orujo
de uva (Vitis vinifera L.) por via hidrolisis enzimatica?

¢ Cual de las vias de hidrolisis es las mas adecuada para la obtencion de etanol a
partir de orujo de uva (Vitis vinifera L. )?

1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La produccion de biocombustibles a partir de residuos agroindustriales es una
altemativa valida ante la necesidad de sustituir con costos apropiados, los
combustibles de origen Tosil, para combatir el cambio climatico, mejorar el empleo
rural e implica desafios para el desarrolio sostenible, tanto a nivel mundial como
nacional. Es por ello que el orujo de uva, es uno de los residuos agroindustriales
que existen en la regién de Moquegua el cual puede ser utilizado para obtener
etanol. El etanol es el biocombustible mas utilizado en el sector transporte en todo
el mundo (Ballesteros., 2003).

La produccién de etanol sobre diversos sub productos, residuos agroindustriales
o del mismo orujo de uva , no se ha encontrado estudios tratados mediante la via
hidrélisis alcalina que es un proceso que es tratado con NaOH en donde se
sumerge el material a tratar, produciendo un hinchamiento de la biomasa, teniendo
lugar a reacciones como solvatacién y saponificacion lo que hace mas accesible
para enzimas y bacterias dando lugar a la hidrolisis mediante una degradacion y



descomposicion de polisacaridos con rompimiento de radicales finales (Fengel y
Weneger., 1984), la hidrolisis enzimatica hace que se obtenga una solucion de
azucares fermentables que contiene principalmente glucosa (Sanchez & Cardona,
2005). Un esiudio realizado en orujo de uva para obiener etanol aportaria
beneficios, tanto econdémicos como medioambientales en la Regién de Moquegua,
Por ello se da una altemativa para aprovechar el orujo de uva para la obtencion
de etanol mediante via hidrolisis alcalina e hidrélisis enzimatica en el valle de

Moguegua.

14. OBJETWVOS
1.4.1. Objetivo General
Aprovechar el orujo de uva (Vitis vinifera L.) para obtener etanol por via hidrolisis
alcalina e hidrélisis enzimatica en el valle de Moquegua.
1.4.2. Objetivos especificos
- Determinar los parametros fisicoquimicos (pH, Temperatura) optimos para el

proceso de hidrdlisis alcalina.

- Determinar los parametros fisicoquimicos (pH, Temperatura) optimos para el
proceso de hidrolisis enzimatica.

- Determinar el rendimiento de etanol obtenido por medio de los dos procesos.

1.5. HIPOTESIS
1.5.1. Hipbtesis General

Si afecta ila Temperatura y pH para obtener etanol a partir de orujo de uva por via
hidroiisis aicaiina e hidrdiisis enzimaiica en el vaile de Mogquegua.

1.5.2. Hipétesis especifica
- Los parametros de Temperatura y pH 6ptimos son factores determinantes para

el proceso de obtencion de etanol por via hidrolisis alcalina.

- Los parametros de Temperatura y pH son factores determinantes para el
proceso de obtencion de etanol por via hidrolisis enzimatica.

- El proceso por via hidrolisis enzimatica influye en el rendimiento de obtencion

de etanol a partir de orujo de uva.




I MARCO TEORICO

3 ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

En el presente trabajo de investigacion titulado “Produccién de Bio-etanol por
fermentacién en estado sélido, sobre orujos de uva y de remolacha azucarera”. La
fermentaciéon en estado solido (FES) es una tecnologia que permite transformar
los residuos agroindusiriales en numerosos bio-producios de alio valor, entre
ellos, etanol. En el presente trabajo se reporta la obtenciéon de etanol a escala de
laboratorio, mediante la fermentacion en estado sodlido (FES) de levaduras
Saccharomyces cerevisae, sobre orujos de uva y de remolacha azucarera. Las
condiciones iniciales del medio de cultivo fueron: azucares 16.5% (p/p): pH 4.5;
humedad 68%(p/p). Los cultivos fueron inoculados con 10° células/gramo de orujo
y se incubaron en ambiente anaerobico, a 28°C, durante 96 horas. Los resultados
obtenidos muestran para la fermentacion en estado soélido (FES), las maximas
concentraciones de etanol a las 48 horas, y rendimientos superiores al 80%, en
bases al consumo de azucares fermentables. Estos rendimientos se superan los
encontrados en cultivos sumergidos, generan alentadoras expectativas sobre el
empieo de las FES para obiener aicohoi combustible (Rodriguez, Toro, &
Vazquez, 2009).

Pifieros (2005) menciona en el siguiente trabajo de investigacion con nombre
“Evaluacion de la produccion de etanol a partir de cascamilla de arroz pretratada
con NaOCIi, medianie hidrolisis y fermentacion simuitanea”, el objetivo de esie
trabajo es evaluar la obtencion deetanol desde la cascarilla de arroz por medio de
un proceso de hidrolisis y fermentacion simultanea, que se realiza sobre cascarilla
de arroz pretatada con NaOCI en un proceso de delignificacion quimica, por tanto
a medida que se avanza en la busqueda de tecnologias mas limpias, se ha
presentado interés a la degradacion y el aprovechamiento de residuos en donde
se logro obtener etanol (2.87 g/100 g de cascarilla de arroz) a partir de cascarilla



de arroz delignificada parciamente con NaOCI, tratamiento que favorece el acceso
de las enzimas a la celulosa presente en el material. Teniendo en cuenta, que el
rendimiento obtenido fue 9,57% de valor iedrico. Para mejorario, en el fuluro se
recomienda utilizar enzimas con actividad B-glucosidasa, con el fin de aumentar
la cantidad de glucosa disponible.

Mejia, et al (2009) evalian ia produccion de etanol en un trabajo de investigacion
fitulado “Hidrolisis y fermentacion alcohodlica simultanea del residuo agroindustrial
del mango comun (Mangifera indica L) Utilizando levaduras Saccharomyces
cerevisiae spp y cepa recombinante RH 218”. Mediante tratamientos preliminares
de hidrdlisis y fermentacion se seleccionaron las siguientes condiciones de
trabajo: hidrolisis térmica a 98°C por una hora, hidrolisis enzimatica mediante la
aplicacion de enzima Celluclast 1.5 L; aplicacion de 3% de levadura y tiempo de
fermentacion de cinco dias, monitoreando las variables pH, °Brix, fibra residual,
biomasa, azlcares reductores y etanol. La levadura comercial marca A, presentd
el menor contenido de etanol (0.58%) y el mas alto contenido de azucares
reductores (1,93 mg de azucar/g de materia seca) y la levadura recombinante RH
218 presento un contenido de aicohol de 0,76% y azucares reductores de 1,38 mg
de azulcar/g de materia seca.

En el presente trabajo titulado “Obtencion de etanol por via fermentativa a partir
de cascaras de pifia (Ananas comosus) evaluando dos de sus principales
variables pH y grados Brix usando como microorganismo productor
saccharomyces cerevisiae. Para la obtencion de etanol por via fermentativa se
evaluaron dos de sus principales variables involucradas en el proceso
fermentativo con el fin de encontrar cuales son las condiciones optimas de mayor
produccion, el proceso fermentativo se realizé utilizando un desecho agricola
como lo son las cascaras de pifia Ananas comosus variedad Golden y como
microorganismo productor se utilizd Saccharomyces cerevisiae, la temperatura a
la que se llevo a cabo el proceso fue a 30°+/- 5 ya que fue la temperatura ambiente.
Las variables que se evaluaron en diferentes condiciones fueron los Grados Brix
a25,20.5,21.0,18.5,14.5,4, yel pH 3, 4, 5, 6, con esto se determind cuales eran
las condiciones Optimas de mayor produccion de etanol, dando como resuitado
que; los Grados Brix 6ptimos son 20 aproximadamente y el pH es 4 con un tiempo
de fermentacion de 72 horas ya que con estas condiciones se obtiene el mayor




rendimiento, y el grado alcoholico del etanol obtenido fue el 50%, la parte
experimental se desarrolié en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Quimica y Farmnacia de la Universidad de El Salvador y la identificacion del etanol
fue en Laboratorios VIJOSA. Con esta investigacion se demuestra que este
procedimiento es sencillo, de bajo costo, de facil implementacion, y se pueden
obtener buenos rendimientos de etanol, el cual es muy dtil en diferentes areas
tanto farmacéutica como alimenticia, por lo tanto se recomienda implementar
dicho proceso para aprovechar los desechos organicos ricos en carbohidratos y
con esto aumentar la economia del pais (Duarte & Torres, 2012 ).

Espinosa (2013) investiga en la obtencion de etanol a partir del excedente
organico del banano variedad Musa Paradisiaca, mediante hidrolisis alcalina,
hidrolisis enzimatica y posterior fermentacion. El residuo biomasico se sometio a
hidrélisis alcalina con NaOH a tres concentraciones: 1,5; 2 y 2,5 mol/L, y a tres
temperaturas: 50, 70 y 90 °C en un determinado tiempo para provocar la
exposicion y libre acceso a la celulosa. Para la hidrolisis enzimatica que se realiza
a continuacion se descartaron varias muestras por pérdida excesiva de celulosa y
las restantes se hidrolizaron usando enzimas Celulasas a tres concentraciones:
1,5, 2y 3% pl/p y a tres pH: 5; 5,5 y 6. Los azicares reductores obtenidos se
fermentaron usando Saccharomyces cerevisiae para obtener alcohol etilico. Se
concluyd que las mejores condiciones comresponden a una concentracion de
hidréxido de sodio de 2 mol/L, temperatura de 70 °C, concentracion de enzima del
2 % y pH 5, a las cuales se obtiene un rendimiento de etanol del 39,36%.

2.2. BASES DEL ESTUDIO
2.2.1. Uva

La uva (Vitis vinifera L.), es una de las especies mas utilizadas por las antiguas
civilizaciones que poblaron la Tierra. De todos los compuestos con principios
activos descubiertos en la vid, indudablemente los compuestos polifenédlicos han
despertadc el mayor interés desde el puntc de vista de la investigacion
farmacologica en relacion con sus propiedades protectoras del sistema
cardiovascular (Mantell, Rodriguez, & de ia Ossa, 2003).

Las uvas son elementos esenciales por el cual se elabora finalmente el vino. La

uva (Vifis vinifera L }, que produce el vino pertenece a la familia bioldgica conocida




como vitaceae, que son una clasificacion de plantas con tendencia a trepar por las
superficies fijas. Esta familia posee once géneros diferentes, pero tan solo la vitis
es interesante como fruta vitivinicola. Dentro del género vitis existen 60 especies,
pero tan sblo la vinifera es la que proporciona vino (de origen indoeuropeo)
(Casares, 2010).

2.2.1.1. Produccion de uva en la region de Moquegua
Tabla 1. Estructura de las variedades de uva en ia region de Moquegua.

Produccion de uva 52451 Tn
Destinado para vinos 35%
Destinado para la produccion de pisco 41%

Para mesa 18%

Para consumo familiar 8%

Fuente: (DRAM., 2015)

El valle de Moquegua, con una altitud promedio a 1200 m.s.n.m., es de clima muy
especial para el cultivo de la vid, pues es seco, sano, muy soleado, con
temperaturas moderadas y frio invernal suficiente para permitir el "agoste” de las
vifias, favoreciendo que la vid pierda todo su follaje y entre en estado de latencia,
del que sale en primavera con los primeros riegos y después de la poda. El valle
de Moquegua mantiene una tradicion vitivinicola de mas de 4 siglos. Factores
adversos provocaron la debacle de la floreciente economia del valle, basada en el
cultivo de la vid y produccidn de vinos y aguardientes de mucho renombre y
cotizacién hasta fines del siglo XIX. Se comenta que fueron 3 las causas
principales de esta debacle: el terremoto de 1868 que destruyd casi toda la ciudad,
y que se ha repetido con igual o mayor fuerza el 23 de junio de 2001; ia guerra del
Pacifico, durante la cual fueron saqueadas las bodegas y la filoxera, un insecto
que ataca a la vid hasta mataria, que se introdujo de Europa al Peri precisamente
por Moguegua. En los uitimos afos se esta reconstituyendo el vifiedo utilizando
plantas resistentes a la filoxera (Huertas, 2004).

2.2.1.2. Composicion quimica de la uva

La planta de vid posee frutos (uvas) clasificados botanicamente como “bayas’, las

cuales se organizan o agrupan en un conjunto o “racimo” a través de un érgano




herbaceo o lefioso conocido como “raspén o escobajo”. A su vez, cada baya se
encuentra unida al escobajo por medio del “pedicelo”, por el cual ingresan los
vasos conductores que suministran el agua y nutrientes a la misma. Las bayas
estan constituidas por un grupo de tejidos (pericarpio) que rodea y protege las
semillas. El pericarpio se divide en exocarpo (hollejo o piel), mesocarpo (pulpa) y
endocarpo (tejido que recubre el receptaculo de las semillas). El hollejo
comprende una region heterogénea formada hacia el exterior por una cuticula,
recubierta de una capa cerosa o pruina, y hacia el interior por una epidermis (zona
compuesta por 2 capas de células alargadas en posicion tangencial) y una
hipodermis (zona compuesta por 6 a 8 capas de células inicialmente rectangulares
y luego poligonales). La pulpa es la parte mas voluminosa de la baya y se
compone de 25-30 capas de células poligonales grandes, de paredes celulares
muy delgadas; y finalmente, las semillas estan formadas desde el exterior hacia
el interior por una cuticula, una epidermis, y 3 tegumentos que rodean el albumen
y el embrion (Ribereau - Gayon, et al 2006).

En las uvas cosechadas con madurez tecnologica, el peso fresco de los racimos
esta representado aproximadamente por el 2-8% de escobajos, 5-20% de hollejos,
1-6% de semillas y 74- 90% de pulpa y jugo. Los componentes quimicos que
conforman las bayas son principalmente agua, azucares, elementos minerales,
acidos organicos, compuestos nitrogenados, lipidos, sustancias odorantes y
compuestos fendlicos (Boulton., Bisson., & Singleton., 2002).

El agua es el componente quimico mayoritario de la uva madura (75-85%), y actua
como solvente de diversos compuestos quimicos (volatiles y no-volatiles) que son
conducidos hacia la misma principalmente a través del floema (Keller et al., 2006).
Aproximadamente el 99% del agua presente en las bayas es absorbida por las
raices desde el suelo, por io tanto la disponibilidad de agua en el mismo afectara
significativamente el crecimiento de la pianta y el desarrolio de ias bayas (Conde
et al., 2007).

Los azlcares representan normalmente mas del 90% de los sélidos solubles
totales en bayas maduras, se acumulan principalmente en las células de la pulpa
en concentraciones comprendidas entre 150 y 300 g/L, y constituyen la principal

fuente de carbono utilizada por las levaduras durante la fermentacién alcohdlica.
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En la mayoria de los cultivares de Vitis vinifera, el 95-99% de estos azicares se
presentan bajo la forma de hexosas, especialmente glucosa y fructosa, y el resto
se compone fundamentaimente de sacarosa, y algunas pentosas (arabinosa,
ramnosa, ribosa, xilosa, maltosa y rafinosa, entre otros) (Boulton et al., 2002;
Keller, 2010). Las flores y uvas inmaduras pueden contener algo de almidon,
debido a su actividad fotosintética, pero el azicar se importa hacia las bayas en
desarrollo en forma de sacarosa a través del floema, la cual se hidroliza por accién
de enzimas invertasas en sus correspondientes hexosas. Adicionalmente, las
bayas contienen polisacaridos, principalmente insolubles, en las paredes celulares
del hollejo y otros tejidos resistentes, los cuales se componen de celulosa y
pectinas con pequeias cantidades de hemicelulosa (xilogiucanos) (Vidal et al.,
2001). Las cadenas de celulosa poseen moléculas de glucosa unidas a las
mismas; mientras que las pectinas y hemicelulosas también contienen otros
azucares como arabinosa, xilosa, galactosa, manosa y ramnosa, asi como los
acidos glucuronico y galacturénico (Vidal et al., 2001; Doco et al., 2003).

2.2.2. Orujo de uva

El orujo de uva es el residuo solido obtenido tras la extraccion del zumo de la uva
y constituye el principal subproducto del proceso de elaboracion dei vino (Soto,
Moure, Domiguez, & Parajo, 2008}, (Rice, 1376). Uno de los principales problemas
de las bodegas y las destilerias es la generacion de grandes cantidades de este
residuo en cortos periodos de tiempo al afno. Ademas, el orujo de uva presenta
algunas caracteristicas contaminantes como son un bajo pH y un alto contenido
en sustancias fenolicas fitotoxicas y antibacterianas, que dificultan su degradacion
biolégica (Bustamante, y otros, 2008)

El orujo de uva esta formado por la piel, las semilias y el raspon, constituyendo un
15% del peso de la uva procesada (Saénz, 1992) y tiene un contenido de humedad
del 65%. Su composicion quimica es bastante compleja: alcoholes, acidos,
aldehidos, ésteres, polifenoles, sustancias minerales, azucares, etc. (Ruberto,
Renda, Amico, & Tringali, 2008), (Bonilla, Mayene, Merida, & Mulina, 1999),
(Mantell, Rodriguez, & de la Ossa, 2003). En su composicion incluye
carbohidratos, fibra, grasas, proteinas y sales minerales. El principal componente
de la fibra es la lignina, seguida de hemicelulosa, celulosa y pectina (Diaz, Caro,
de Ory, & Blandino, 2007).
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2.2.2.1. Composicién quimica de los orujos

Los orujos son los residuos solidos, desechos del proceso de vinificacion y que
estan compuestos por semillas y hollejos. Tienen una riqueza cualitativa y
cuantitativa en constituyentes fendlicos, que comprenden sobre todo los acidos
fenolicos, 10s antocianos, que son pigmentos rojos, (Ferreira, Seliés, & Valenzuela,
2002), los flavonoles, pigmentos amarillos, y los flavanos 3-oles o catequinas son
incoloras (Flanzy, 2000).

Los hollejos de uva corresponden a entre un 7-12% del peso total de la bayay se
componen principaimente de agua (78-80%), acidos organicos (0,8-1 ,6%), taninos
(0,4-3%), antocianos (0-0,5%), compuestos nitrogenados (1,5-2%), minerales
(1,5-2%), ceras (1-2%), sustancias aromaticas (Soto, Moure, Domiguez, & Parajo,
2008).

Las semillas de la baya corresponden a hasta un 6% del peso total y estan
compuestas principalmente de agua (25-45%), compuestos glucidicos (34-36%),
taninos (4-10%), compuestos nitrogenados (4-6,5%), minerales (2-4%), lipidos
(13-20%) (Cabanis et al., citado por Flanzy, 2000).

En el hollejo de las uvas tintas se encuentran diferentes sustancias antioxidantes,
como las flavonas (que estan también presentes en otros alimentos como el te,
las cebollas, las manzanas). La mayoria de las sustancias beneficiosas se
acumulan en el hollejo de la uva, por tanto, en los vinos tintos bien macerados y
pigmentados (Zooecklein, Fugelsang, & Gump, 2001).

a. La pared celular y los enzimas

Las paredes celulares de las celulas de los hollejos forman una barrera frente a la
difusién de los constituyentes deseados de la piel, que son los antocianos, taninos
y otros polifenoles ( (Lecas & Brillouet, 1994; Pellerin & Cabanis, 2000; Vidal, et a/
2001). El estudio de la estructura y degradacion de la pared celular de la piel de
la uva podria constituir un elemento fundamental para el control de las
exiracciones y maceraciones en vinificacion. Ademas, el reblandecimiento de la
baya se acompafia de la aparicion de actividades enzimaticas que son las
responsables de la degradacion de la pared celular, fenomeno que contribuye a
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facilitar la extraccion de la materia colorante en la vinificacion (Amrani Joutei &
Glories, 1995).

La mayor composicion de azicares se encuentra en los raspones. Este residuo
no sufre ningun proceso de fermentacion alcohdlica. Por el contrario las lias son
las que menos azucares tienen en su composicion, las lias se extraen cuando ha
finalizado la fermentacion alcohdlica en el caso de la vinificacién de los vinos
blancos, y al final de la fermentacion malolactica en los tintos. Las Hemicelulosas
estan presentes principaimente en las lias, las Celulosas en los orujos y la lignina
en los raspones. La fracciones que forman la fibra alimenticia se encuentra en
mayor medida en las lias, siendo mas abundante en la variedad blanca que en la
tinta (Rubio., Carmona., & Igartuburu., 2000).

2.2.3. Etanol

El etanol es un producto quimico obtenido de la fermentacion de los azucares que
se encuentran en la materia vegetal con alto contenido de carbohidratos, tales
como cafia de azucar, cebada, trigo, maiz, frutas, papas, madera, residuos
forestales, entre otros, con el uso de microorganismos etanologénicos,
especialmente levaduras. Este proceso comprende una serie de reacciones
bioquimicas, catalizadas por enzimas, que transforman los azucares presentes en
etanol, dioxido de carbono y energia (Cardona Alzate, Sanchez Toro, & M.1, 2005).

2.2.4. Produccion de bioetanol

El bioetanol se produce por la fermentacion de los azucares contenidos en la
materia organica de las plantas. En este proceso se obtiene el alcohol hidratado,
con un contenido aproximado del 5% de agua, que tras ser deshidratado se puede
utilizar como combustible. El bioetanol mezclado con la gasolina produce un
biocombustible de alto poder energético con caracteristicas muy similares a la
gasolina pero con una importante reduccion de las emisiones contaminantes en
los motores tradicionales de combustion. El etanol se usa en mezclas con la
gasolina en concentraciones del 5 o el 10%, E5 y E10 respectivamente, que no
requieren modificaciones en los motores actuales (Ballesteros., 2003).
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2.2.4.1. Bioetanol de primera y segunda generacion

El bioetanol de primera generacién se obtiene mediante la fermentacion de
azucares procedentes de diferentes vegetales (maiz, remolacha, cebada). El
problema es que esas materias primas sirven para alimentar a ias personas. El
uso del bioetanol como combustible ha crecido en los Ultimos anos en Europa,
Estados Unidos, Brasil y Canada, lo que ha repercutido en el precio de algunos
alimentos (Sanchez R. e., 2010)

La produccion mundial total de bioetanol aument6é de 2001 a 2009 un 430%, con
una tasa anual de crecimiento superior al 17%. El éxito en el uso del bioetanol se
debe al aumento en el precio de los combustibles fosiles y a las ayudas
gubemamentales que ha recibido en paises como Brasil y Estados Unidos. Se ha
conseguido incrementar la seguridad en el suministro doméstico de combustibles,
reducir la emision de gases de efecto invernadero y ayudar a las industrias y a las
comunidades rurales (Sanchez R. e., 2010).

Sin embargo, como decimos, la produccion de esta primera generacion de
bioetanol encarece algunos alimentos. Ademas, también puede hacer
desaparecer ecosistemas naturales. Para evitar estos inconvenientes se estan
realizando investigaciones para otras fuentes naturales altenativas para elaborar
los llamados biocombustibles de segunda generacion (Duarte & Torres, 2012 ).

Se llama biocombustibles de segunda generacion a los que se obtienen de otras
fuentes naturales altemativas, como lo es, la biomasa lignoceluldsica, es decir, un
componente esencial de la madera que incluye residuos forestales y
agroindustriales como serrines, restos de molienda y de la fabricacion de papel,
eic., puede ser una de ias mas adecuadas. La produccion de eianoi a partir de
este tipo de biomasa presenta algunas ventajas medioambientales respecto de la
producciéon de etanol por fermentaciéon de azucares. Sin embargo, el grado de
comercializaciéon de este etanol de segunda generacion es todavia lento
(Espinosa, 2013).

2.2.5. Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohodlica (denominada también como fermentacion del etanol o
incluso fermentacion etilica) es un proceso biolégico de fermentacion en plena

ausencia de aire (oxigeno - O2), originado por la actividad de algunos
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microorganismos que procesan los hidratos de carbono (por regla general
azucares: como pueden ser por ejemplo la glucosa, la fructosa, la sacarosa, el
almidén, etc.) para obtener como producios finales: un alcohol en forma de etanol
(cuya formula quimica es: CHs-CH2-OH), diéxido de carbono (CO:2) en forma de
gas y unas moléculas de ATP que consumen los propios microorganismos en su
metabolismo celular energético anaerébico (Owen & Ward., 1991).

La fermentacion alcohélica tiene como finalidad bioldgica proporcionar energia
anaerébica a los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de
oxigeno para ello disocian las moléculas de glucosa y obtienen la energia
necesaria para sobrevivir, produciendo el alcohol y CO:2 como desechos
consecuencia de la fermentacion (Amarin, 2011).

La finalidad de la fermentacion etilica (desde una perspectiva microbiana) es la
obtencion de energia para la supervivencia de los organismos unicelulares
anaerobicos (Ferreyra & Schvab, 2009).

2.2.6. Mecanismo de reaccion y balance energético

En el caso concreto de la fermentacion alcohdlica, al descomponerse la glucosa
en alcohol etilico y didxido de carbono, se desprende solo un 7,33% de la energia
susceptible de recuperacion (Ferreyra & Schvab, 2009). (Vazquez & Da costa,
2007)

La fermentacion alcohélica es una reaccion exotémmica (la energia libre de Gibbs-
entalpia libre, de la reaccion de fermentacion etilica muestra un valor de AG de -
234 6kJ mol1 en un entomo de acidez neutra pH igual a 7) que va acompanada
de 'a liberacion de moléculas energéticas (ATP) —energia materaimente
comprometida— puestas a disposicion de las levaduras; se trata de energia en una
forma, en una «moneda» que pueda «gastar» el organismo. Esta forma no es el
calor, pues con calor nada puede hacer el organismo; el calor es la forma de
energia realmente «libre», y el organismo «lo deja deslizarse entre los dedos», se
desprende de éi, o irradia, como «excreciéon», como desecho, como una especie
de sobrante de energia que se elimina lo mismo que las excreciones materiales

(Santamaria, Lopez, & Garcia Escuderc, 1995).
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El ATP (trifosfato de adenosina), sin embargo, juega el papel de intermediario y
sirve en todas partes para la acumulacion de energia, pues para su formacion se
requiere relativamente poca energia. En otras palabras: si, por ejemplo, en el
transcurso de una sintesis bioguimica de una sustancia importante para el
organismo, debe superarse una etapa que solo es posible mediante el consumo
de energia, entra en funcion el ATP, y entonces la etapa que requiere energia se
“acopla” con la rotura del ATP que lo suministra cada enlace energético en una
moiécuia de ATP corresponde a unas 10.000 caiimoi. Las ievaduras se sirven
igualmente de las sustancias nitrogenadas (nitrdgeno amoniacal y aminoacidos),
presentes en el mosto, para la sintesis de sus proteinas. Se debe considerar que
el etanol va aumentando de concentracion durante el proceso de fermentacion y
debido a que es un compuesto téxico, cuando su concentracion alcanza
aproximadamente un 12% de volumen las levaduras tienden a morir. Esta es una
de las razones fundamentales por las que las bebidas alcohdlicas (no destiladas)
no alcanzan valores superiores a los 20% de concentracion de etanol (Vazquez &
Da costa, 2007).

Glucosa

Hs

Piruvato

<.
Acetaldehido

] sl & .
[P
W

CH-.
Etanol

Figura 1. Mecanismo de la reaccion de la fermentacion alcohdlica

Fuente: Ferreyra & Schvab, (2009)
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2.2.7. Limitaciones del proceso

La determinacion de los factores que limitan la glicélisis fermentativa del etanol
son complejos debido a la interrelacion existente y a la naturaleza de los
parametros intervinientes durante el proceso de fermentacion. Algunos de ellos se
deben tener en cuenta en la fermentacion aicohdlica industrial (Owen & Ward.,
1991). En las limitaciones que surgen durante el proceso se pueden enumerar

algunos de los mas importantes como son:

2.2.7.1. Concentracion de etanol resultante.

Una de las principales limitaciones del proceso, es la resistencia de las levaduras
a las concentraciones de etanol (alcohol) que se llegan a producir durante la
fermentacion, algunos microorganismos como el saccharomyces cerevisiae
pueden llegar a soportar hasta el 20% de concentracion en volumen (Lopez. &
Molina., 2004).

2.2.7.2. Acidez del sustrato

El pH es un factor limitante en el proceso de la fermentacion ya que las levaduras
se encuentran afectadas claramente por el ambiente, bien sea alcalino o acido.
Por regla general el funcionamiento de las levaduras esta en un rango que va
aproximadamente desde 3.5 a 5.5 de pH. Los procesos industriales procuran
mantener los niveles 6ptimos de acidez durante la fermentacion usualmente
mediante el empleo de disoluciones tampon. Los acidos de algunas frutas (acido
tartarico, malico) limitan a veces este proceso (Lopez. & Molina., 2004).

2.2.7.3. Contacto con el aire

Una intervencion de oxigeno (por minima que sea) en el proceso lo detiene por
completo (es el denominado Efecto Pasteur). Esta es la razon por la que los
recipientes fermentadores se cierren herméticamente (Owen & Ward., 1991).

2.2.7.4. Latemperatura

El proceso de fermentacion es exotérmico, y las levaduras tienen un régimen de
funcionamiento en unos rangos de temperatura Optimos, se debe entender
ademas que las levaduras son seres mesdfilos. Si se expone cualquier levadura
a una temperatura cercana o superior a 55 °C por un tiempo de 5 minutos se
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produce su muerte. La mayoria cumple su mision a temperaturas de 30 °C (Owen
& Ward |, 1991}

2.2.7.5. Seleccion del microorganismo fermentador

El éxito o fracaso de un proceso fermentativo comienza con el microorganismo
utilizado, en la eleccion del mismo se deberian tener en cuenta ciertos criterios
generales que se indican a continuacién segin Owen & Ward., (1991) define ios

siguiente:
- La cepa a utilizar debe ser genéticamente estable.
- Su velocidad de crecimiento deberia ser alta.
- La cepa debe estar libre de contaminantes, incluidos fagos.

- Sus requerimientos nutricionales deberian ser satisfechos a partir de
medios de cultivo de costo reducido.

- Debe ser de facil conservacion por largos periodos de tiempo, sin pérdida

de sus caracteristicas particulares.
- Deberia llevar a cabo el proceso fermentativo completo en un tiempo corto.

2.2.7.6. El oxigeno en el proceso de fermentacion

También es posible clasificar las fermentaciones con base en la presencia o
ausencia de oxigeno molecular durante el proceso (Owen & Ward., 1991). De

acuerdo con esta division, los procesos se denominan:

- Fermentacién aerobia. El aceptor final de electrones es el oxigeno; es

imprescindible su presencia para el desarrollo del microorganismo y la
produccion del compuesto deseado. En este tipo de procesos, se produce
fundamentalmente biomasa, didxido de carbono y agua (Owen & Ward.,
1991).

- Fermentacién anaerobia. El proceso de produccion del metabolito de

interés se desarrolla en ausencia de oxigeno; los productos finales son
sustancias organicas, por ejemplo, acido lactico, acido propidnico, acido
acético, butanol, etanol y acetona. Sin embargo, en la mayoria de las
fermentaciones anaerobicas, se requiere un poco de oxigeno al inicio del
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proceso para favorecer el crecimiento y la reproduccion del
microorganismo (Owen & Ward., 1991).

2.2.7.7. Seleccion del equipo fermentador

Un biorreactor es un recipiente o sistema que mantiene un ambiente
biolégicamente activo. En algunos casos, un biorreactor es un recipiente en el que
se lleva a cabo un proceso quimico que involucra organismos o sustancias
bioquimicamente activas derivadas de dichos organismos. Este proceso puede
ser aerébico o anaerobio. Estos biorreactores son comunmente cilindricos,
variando en tamafo desde aigunos mililitros hasta meftros cubicos y son

usualmente fabricados en acero inoxidable. (Amarnin, 2011).

Un biomreactor puede ser también un dispositivo o sistema empleado para hacer
crecer células o tejidos en operaciones de cultivo. Estos dispositivos se
encuentran en desamollo para su uso en ingenieria de tejidos. En términos
generales, un biomreactor busca mantener ciertas condiciones ambientales
propicias (pH, temperatura, concentracion de oxigeno, efc.) al organismo o
sustancia quimica que se cuitiva (Jorgensen & Federico, 1990).

2.2.8. Destilacion

La destilacion es el proceso que se utiliza para llevar a cabo la separacion de
diferentes liquidos, que se encuentran disueltos en liquidos, o incluso gases de
una mezcla, gracias al aprovechamiento de los diversos puntos de ebullicion de
cada sustancia participe, mediante la vaporizacion y la condensacion. Los puntos
de ebullicion de las sustancias son una propiedad de tipo intensiva, lo que significa
que no cambia en funcién de la masa o el volumen de las sustancias, aunque si
de la presion. En quimica, se llama destilacion simple o destilacion sencilla a un
tipo de destilacion donde los vapores producidos son inmediatamente canalizados
hacia un condensador, el cual los refresca y condensa de modo que el destilado
no resulta puro. Su composicion sera idéntica a la composicion de los vapores a
la presion y temperatura dados (Ferreira, Sellés, & Valenzuela, 2002).

La destilacion sencilla, se usa para separar aquellos liquidos cuyos puntos de
ebullicion difieren extraordinariamente (en mas de 80°C aproximadamente) o para
separar liquidos de sélidos no volatiles. Para éstos casos, las presiones de los
componentes del vapor normalmente son suficientemente diferentes de modo que
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la ley de Raoult puede descartarse debido a la insignificante contribucion del
componente menos volatil. En este caso, el destilado puede ser suficientemente
puro para el proposito buscado {Chapin, Prida, & Suarez, 2004).

2.2.9. Técnicas de hidrélisis para la obtencion de etanol

La hidrélisis es un tipo de reacciéon quimica en la que una molécula de agua, con
formula H20, reacciona con una molécula de una sustancia AB, enlaque Ay B
representan atomos o grupos de atomos. En la reaccion, la molécula de agua se
descompone en los fragmentos H-y OH., y la molécula AB se descompone en A+
y B.. A continuacion, estos fragmentos se unen proporcionando los productos
finales. A este tipo de reaccion se le conoce a menudo como doble
descomposicion o intercambio. De interés especial es la hidrolisis de diversas
sales que originan disoluciones acidas o basicas. En quimica organica, una
reaccion de hidratacién es una adicion de agua o sus elementos H y OH a una
especie quimica (Machuca Boris, 2009).

2.29.1. Hidrélisis alcalina

Es la adicion de bases diluidas a la biomasa y su eficiencia depende del contenido
de lignina de los materiales. El hidréxido de sodio diluido produce un
hinchamiento, permitiendo un incremento en el area de superficie intema
reduciendo el grado de polimerizacion y cristalinidad de la celulosa, causando la
separacion de las uniones estructurales entre la lignina y los carbohidratos. El
mecanismo de la hidrolisis alcalina de la biomasa parece estar basada en la
saponificacion de los enlaces ésteres intramoleculares que unen los xilanos de la
hemicelulosa y otros componentes, como por ejemplo la lignina u otros
componentes de la hemicelulosa. La efectividad de este pre tratamiento depende
del contenido de lignina del material a tratar (Hoyos & Perez, 2005).

La literatura reporta que la digestibilidad de las maderas duras tratadas con NaOH
aumenta de un 14% a un 55% con una remocion de lignina del 24-55%, con un
contenido inicial del 20%. Para maderas blandas (contenido de lignina mayor al
26%) el método no es tan efectivo. La disolucion de la lignina empieza con la
ruptura de los enlaces a-arileter y arilgliceron-g-arileter, fragmentando la lignina
(Hoyos & Perez, 2005).
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La ruptura de los enlaces comienza con la protonacion de grupos hidroxilo o éter
en el carbono a de un monémero dando lugar a la formacion del correspondiente
acido conjugado, esta especie puede progresar ia ruptura de los enlacesay o

condensarse en otros monémeros.
Se conocen tres mecanismos segun la progresion del acido conjugado:

a) En el equilibrio ion oxonio de estructura quindnica correspondiente, cuya
estabilidad supone la ruptura irreversible del enlace a-arileter. Ademas al
presentar un exceso de carga en el carbono a pueden experimentar una
adicién nucleofilica de una molécula de agua o alcohol.

b) También puede ocurrir una sustitucion nucleofilica por una molécula de agua
o alcohol que produzca la ruptura del enlace.

c) O incluso el acido conjugado puede romperse directamente por el enlace a-

arileter y formar una carbonacion.

A. Factores que afectan la hidrélisis alcalina

El modelado de la hidrolisis de un polimero es complicado, los factores que
intervienen estan estrechamente relacionados con los materiales lignocelulésicos
como lo es tamario, forma de particulas, y el tipo de estructura si es proveniente
de maderas blandas o duras, de la misma manera intervienen las condiciones de
la extraccién, asi la concentracion del alcali, la temperatura, el tiempo, la agitacion,
se debe tener especial cuidado con la cantidad de material, el contacto interracial,
la interferencia con otros compuestos (Hoyos & Perez, 2005).

2.2.9.2. Hidrélisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica de la celulosa consiste en tres pasos: absorcion de las
enzimas celulasas en la superficie de la celulosa, la degradacion de la celulosa a
azlcares fermentables o glucosa y la desercion de las celulasas. La degradacion
enzimatica de materiales celulésicos, es estimulada por la perspectiva de que esta
investigacién contribuiria al desarrollo en gran escala a procesos de conversion
que beneficiarian a la humanidad en una forma sustancial (Talebnia, Karakasheyv,
& Angelidaki., 2010).
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La sacarificacién de los materiales celulésicos, utilizando las enzimas celulasas,
no presentan el problema de la formacion de productos indeseables como los que
se presentan en las otras formas de hidrolisis (acida, basica, etc.). En la actualidad
los estudios de hidrolisis se estan orientando a la utilizacion de enzimas para la
sacarificacion de subproductos celuldésicos por las ventajas del proceso que
ofrecen (Machado, 2010).

La hidrolisis completa de la celulosa consiste en el rompimiento de los enlaces
entre moléculas de glucosa, a cada unidad se anade una molécula de agua,
produciéndose el azucar glucosa. La reaccion es:

(CeH1005)n4nt20  grozeias MCeH1206
Celulosa Glucosa

a. Cinética enzimatica
La actividad de una enzima se determina a partir de la concentracion de la enzima,
la concentracion del sustrato y su disponibilidad, la concentracion de los

cofactores y/o los efectores alostéricos, la presencia, concentracion y tipo de
inhibidores, y la fuerza ionica, el pH y la temperatura del medio (Caraton, 2010).

La cinética enzimatica estudia la forma en que estos parametros influyen en la
actividad enzimatica, proporcionando un conocimiento de la reaccion en estudio y
permitiendo su control.

Para un unico sustrato (S) y un Unico producto (P) se puede aplicar el siguiente

esquema de reaccion.

S+E k1 ESk2 E +P

Cuando la concentracion del sustrato [S], es mucha mayor que la de la enzima [E],
la velocidad de reaccion es de orden cero respecto a los reactantes, es decir,
depende solamente de la concentracion de enzima presente. Por tanto la
velocidad de reaccion es esencialmente constante hasta que haya reaccionado
casi todo el sustrato, momento en que pasa a depender de la concentracion de
sustrato existente y es de primer orden con respecto a la concentracion de sustrato
(Caraton, 2010).
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b. Enzimas

Las enzimas son una gran y Unica clase de moléculas proteicas que actian como
catalizadores biologicos, al catalizar todas las reacciones del metabolismo celular,
y proporcionar los medios para que se realicen funciones complejas tales como la
sintesis de material genético, de polimeros estructurales y de ofras sustancias.
Las enzimas consisten en cadenas de L-aminoacidos unidos covalentemente en
una secuencia definida, denominada estructura primaria, y enrollados en forma
compleja, en una estructura zwitterionica y con un centro activo, formado por
relativamente pocos aminoacidos que son los responsables directos de la unién
con el sustrato y que catalizan la reaccion caracteristica de cada tipo particular de
enzima (Chandraj, 2001).

Como todos los catalizadores, las enzimas funcionan disminuyendo la energia de
activacion de una reaccion, de forma que se acelera sustanciaimente la tasa de
reaccion. Las enzimas no alteran el balance energético de las reacciones en que
intervienen, ni modifican, el equilibrio de la reaccién, pero consiguen acelerar el
proceso incluso millones de veces. Una reaccion que se produce bajo el control
de una enzima, o de un catalizador en general, alcanza el equilibrio mucho mas
rapido que la correspondiente reaccion no catalizada. Al igual que ocurre con otros
catalizadores, las enzimas no son consumidas por las reacciones que catalizan,
ni alteran su equilibrio quimico. Sin embargo, las enzimas difieren de otros

catalizadores por ser mas especificas (Jorgensen & Federico, 1990).

La actividad de las enzimas puede ser afectada por otras moléculas. Los
inhibidores enzimaticos son moléculas que disminuyen o impiden la actividad de
las enzimas, mientras que los activadores son moléculas que incrementan dicha
actividad. Igualmente, la actividad es afectada por la temperatura, el pH, la
concentracion de la propia enzima y del sustrato, y otros factores fisico-quimicos
(Espinosa, 2013).

c. Cofactores

No todas las enzimas son capaces de actuar solas, y muchas requieren de la
presencia de cofactores no proteicos para que su actividad catalitica se manifieste.
Tales cofactores, que son en realidad sustratos porque experimentan una
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transformacion quimica durante la reaccion, incluyen desde iones metalicos

simples hasta moléculas organicas (Chandraj, 2001).
d. Centro activo

Casi todas las enzimas son mucho mas grandes que los sustratos sobre los que
actuan, y solo una pequeina parte de la enzima (alrededor de tres a cuatro
aminoacidos) esta directamente involucrada en la catdlisis. La regiéon que contiene
estos residuos encargados de catalizar la reaccion es denominada centro activo.
El sitio o centro activo es la zona de la enzima a la que se une el sustrato para ser
catalizado. La estructura tridimensional de éste es lo que determina la
especificidad de las enzimas. En el sitio activo solo puede entrar un determinado
sustrato (ni siquiera sus isdbmeros) (Espinosa, 2013).

e. Enzimas celulasas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los seres vivos.
Como catalizadores, las enzimas actian en pequenia cantidad. No llevan a cabo
reacciones que sean energéticamente desfavorables, no modifican el sentido de
los equilibrios quimicos, sino que aceleran su consecucion. Las condiciones de
uso de la hidrélisis enzimatica son suaves (pH 4,8 y temperatura entre 45-50 °C)
(Chandraj, 2001).

Las enzimas celulasas son proteinas derivadas de los procesos naturales de
fermentacion, capaces de degradar la celulosa. En realidad una enzima de
celulasas es una mezcla de diversos componentes enzimaticos, formando lo que
se denomina un “complejo enzimatico”, que actia de forma sinérgica en la
degradacion de la celulosa (Chandraj, 2001). Este complejo enzimatico esta
formado por tres tipos de enzimas:

- Endoglucanasas: estas atacan las regiones intemas de baja cristalinidad en
las fibras de celulosa, creando cadenas libres de enlaces.

- Exoglucanasas o celobiohidrasas: degradan las moléculas por la eliminacion
de unidades de celobiosa desde los extremos de las cadenas.

- PB-glucosidasas: hidrolizan celobiosa para producir glucosa.
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Este complejo de proteinas de origen enzimatico, en conjunto logra la degradacion
de la celulosa (polimero de alta complejidad), en monémeros de baja complejidad
como la glucosa, con el fin de metabolizaria y cumplir asi con funciones vitales
(Chapin, Prida, & Suarez, 2004).

En adicion a los tres grupos principales de enzimas celulasas, existen también un
numero de enzimas auxiliares que atacan la hemicelulosa, tales como
glucuronidasas, acetilesterasas, xilanasas, B-xilosidasas, galactomannanasas
(Chandraj, 2001).

f. Actividad enzimatica

Debido a que se necesita muy bajas concentraciones de enzima para catalizar
una reaccion, su determinacion directa es dificil, por consiguiente la efectividad de
una enzima se evalua generalmente, siguiendo la desaparicién del sustrato o la
aparicion de un producto formado en la reaccidon. La reaccion catalizada
enzimaticamente se desamolla bajo condiciones cuidadosamente controladas,
sacandose muestras para control a intervalos de tiempo apropiados. Para el caso
de las enzimas celulosas se expresa la actividad de las enzimas en unidades que
se basan en la conversion de una cantidad arbitraria de sustrato, en un lapso
definido de tiempo y con una cantidad determinada de enzima. Se tienen técnicas
estandarizadas a condiciones definidas de pH, temperatura y concentraciones de
sustrato (Caraton, 2010).

g. Factores que afectan la actividad enzimatica

La actividad enzimatica puede ser alterada por factores fisicos o quimicos y por
ello las enzimas actuan dentro de un intervalo éptimo de temperatura y pH fuera
de la cual su actividad disminuye segun Owen & Ward., (1991) menciona lo

siguiente:
- Efecto del pH

La actividad de las enzimas depende mucho de la concentracion de iones
hidrogeno del medio, ya que esto afecta el grado de ionizacion de los aminoacidos
del sitio activo, del sustrato, o del complejo enzima sustrato; todo esto liega a influir
en la afinidad que tenga la enzima por el sustrato. En los casos en que los
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sustratos no son ionizables (la mayoria de los hidratos de carbono y de los lipidos),
los grupos ionicos de las enzimas son los unicos afectados por el pH.

Por esta razon, todas las enzimas presentan una maxima actividad catalitica a un
cierto valor 6ptimo de pH, en un intervalo de 5 a 8, aun cuando existen
excepciones muy importantes, como es el caso de la pepsina del estdmago, que
tiene un pH éptimo de 1,8. En la Figura 2 se observa que los valores extremos de

pH causan la inactivacion de enzimas ya que se induce su desnaturalizacion.

La inhibicion de las reacciones enzimaticas y del crecimiento microbiano en
ocasiones se llega a efectuar, si el producto lo permite, por una reduccion de pH,
mediante la adicion de los diferentes acidos disponibles como aditivos; por lo tanto,
si se desea la accion de alguna de las enzimas y el alimento lo permite, se

acondicionan el pH y la temperatura para obtener una maxima actividad catalitica.

Velocidad Maxima

Velocidad
de
Reaccion pH Optimo
Ly
S 7 9
Efecto del pH

Figura 2. Efecto de pH en la actividad enzimatica
Fuente: Santamaria, Lopez, & Garcia Escudero, (1995).
- Efecto de la temperatura

Como sucede con la mayoria de las reacciones quimicas, la velocidad de las
reacciones enzimaticas aumenta con la temperatura, pero sélo en el intervalo en
que la enzima sea estable y retenga su capacidad catalitica; en casos extremos,
cuando se incrementa mucho la temperatura, se favorece la desnaturalizacion y
consecuentemente esta proteina pierde su capacidad catalizadora. Por esta
razén, cada enzima tiene un intervalo de temperatura en el cual se logra la mayor
actividad; la mayoria tiene una temperatura 6ptima entre 30 y 45 °C, y se inactiva
a mas de 55 °C (Figura 3) (Santamaria, Lopez, & Garcia Escudero, 1995).
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Velocidad Maxima
Velocidad
de Temperatura
Reaccion Optima

Efecto de la Temperatura

Figura 3. Efecto de la temperatura en la actividad enzimatica

Fuente: Santamaria, Lopez, & Garcia Escudero, (1995).

2.3. DEFINICION DE TERMINOS

Orujo: esta formada por semillas y hollejos (piel y pulpa), principal residuo de la
industria del vino.

Enzima: Proteina soluble producida por las células del organismo, que favorece y

regula las reacciones quimicas en los seres vivos

Hidrélisis: Formacion de un acido y una base a partir de una sal por interaccién

con el agua.

Hidrélisis alcalina: es un proceso que se realiza con agua y temperaturas para
acelerar el proceso de agrega Hidréxido de sodio el cual es un agente activo para
descomponer material biolégico.

Hidrélisis enzimética: la hidrdlisis que se produce mediante un grupo
de enzimas llamadas hidrolasas. Estas enzimas ejercen un efecto catalitico
hidrolizante, es decir, producen la ruptura de enlaces por agua.

Bioetanol: Es un combustible que se genera mediante la descomposicion por via
anaerobia de desechos organicos.
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Grado alcohdlico: Es la expresion en grados del nimero de volimenes de
alcohol contenidos en cien volamenes del producto, medidos a la temperatura de
20°C.

Aerébico: Organismo capaz de desarrollarse en la presencia de oxigeno para
favorecer sus necesidades metabdlicas asi como su crecimiento (Amerine &
Ought, 1965).

Anaerdbico: Organismo que funciona sin la intervencion de oxigeno es decir no
usa el oxigeno en la respiracion y cuyo crecimiento puede ser inhibido por este,
es primordial para la sintesis de metabolitos generalmente secundarios
(Jorgensen & Federico, 1990).

Fermentacién: catabolismo anaerobico en el que un compuesto organico sirve al
mismo tiempo como donador y como aceptor de electrones y en el que el ATP se
produce por fosforilacion a nivel de sustrato (Jorgensen & Federico, 1990).

Bioreactor: Es un recipiente o sistema que mantiene un ambiente biolégicamente
activo. En algunos casos, un bioreactor es un recipiente en el que se lleva a cabo
un proceso quimico que involucra organismos o sustancias bioquimicamente
activas derivadas de dichos organismos.

pH: Valor negativo del logaritmo de la concentracion de iones Hidrogeno (H+) en
una solucién (Jorgensen & Federico, 1990).

Grados Brix: medida objetiva de la concentracion de azucares disueltos en un

producto y de la idea del nivel de dulzura del mismo.

Sustrato: medio o sustancia que contiene los nutrientes necesarios para el
desarrollo de un microorganismo con el fin de favorecer la formacion de
metabolitos de interés industrial (Jorgensen & Federico, 1990).

Celluclast: celluclast (Novozymes) celulasa, obtenido a partir del Trichoderma
reseii, donde ayuda a romper la celulosa en glucosa, celobiosa y polimeros de
glucosa.
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. MARCO METODOLOGICO

3.1. Lugar de ejecucion

El presente proyecto se realizara la parte experimental en las instalaciones de la

Universidad Nacional de Moquegua, Escuela Profesional

de

Ingenieria

Agroindustrial en el laboratorio de ingenieria de procesos, en el laboratorio de

quimica y la determinacion de alcoholes se realizara por cromatografia de gases
en el laboratorio de quimica de la Universidad Nacional de San Agustin de

Arequipa.

3.2. Tipo, diseiio y nivel de investigacion

TIPO DE INVESTIGACION

Aplicada, cuantitativa

DISENO

Experimental

NIVEL DE INVESTIGACION

Tedrico — Practico

METODOS

Descriptivo, Deductivo,
Analitico y Comparativo

inductivo,
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3.4. MATERIALES Y EQUIPOS

3.4.1. Materia prima e insumos

Para el estudio se trabajara con 300 kg de orujo de uva procedente de la bodega
“El Mocho” ubicado en a 5 km de la cuidad de Moquegua.

3.4.2. Materiales
- Probetas de 500mi, 250ml, 150mi, 100ml.

- Tubos de ensayo

- Vidrio de reloj

- Vasos de precipitados de 200 mi, 100 mi, 50 ml.
- Matraz Erlenmeyer de 250mi, 1000mi.

- Probetas

- Pipetas volumétricas

- Envases con tapa

3.4.3. Equipos

- pH- metro

- Termoémetro digital (-10 a 100°C)

- Balanza analitica digital (rango 0 — 100g)
- Bario térmico

- Alcoholimetro (0 — 100%)

- Hidrometro

- Mostimetro

- Refractometro

- Centrifuga

- Equipo de destilacion de laboratorio.
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- Incubadora de laboratorio
- Bioreactor capacidad 10L de acero inoxidable.

3.4.4. Reactivos
- Solucidn de NaOH normalizada (0.5 molar).

Solucién de Acido sulfarico (HSO.) al 5 % p/v

Solucion de Carbonato de calcio (CaCOs) al 5 % p/v

Solucién buffer o tampén pH: 4; 7; 10.
3.4.5. Insumos
- Enzimas celulasas celluclast (1.5 p/p con sustrato)

- Levadura Saccharomyces cerevisiae

3.5. Poblacion y/o muestra de estudio

Para esta investigacion se tomara como muestra de estudio el orujo de uva
obtenido del excedente residual de la bodega “El Mocho” de la region Moquegua.
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3.6. Metodologia experimental
3.6.1. Metodologia a seguir para la hidrélisis alcalina

En la figura 4 se detalla la metodologia a seguir para la obtencion de etanol por
via hidrélisis alcalina.

Orujo de uva Recepcién de la materia

(Vitis vinifera) prma
Y
Pesado
Solucién de NaOH : 0.5 M (v/p) Broceso de hideiisis
_pH.;‘i y(:‘: I alcalina
T=50°, 60°C
v
S. cerevisaede 0.5g/L. —» Fermentacion
t= 5 dias
T=30°C -
Destilacion
v
Envasado
v - Rendimiento (%)
Etanol -Grado alcohdlica(%)
B -Alcoholes superiores

Figura 4. Metodologia a seguir para la obtencion de etanol a partir de orujo de uva
por via hidrélisis alcalina.

Fuente: Elaboracién Propia (2017).
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3.6.1.1. Descripcion de la metodologia para la obtencion de
etanol por via hidrélisis alcalina

a. Recepcion de la materia prima (orujo de uva)

El orujo de uva se obtendra de la bodega el “Mocho” de la region de Moquegua,
se recepcionaran en jabas de plastico.

b. Pesado

El pesado se realizara con el fin de conocer la materia prima exacta para el
proceso de obtencién de etanol.

c. Proceso de hidrolisis alcalina

Se prepara una solucion de NaOH 0,5 molar (v/p), y se agrega a la muestra a
tratarse y posteriormente se somete a calentamiento continuo a 50°C por 24
horas, se repite el procedimiento a temperatura de 60°C por 24 horas, esto hace
que produzca un hinchamiento de la biomasa, teniendo lugar reacciones como
solvatacion y saponificacion.

d. Fermentacion

- Medir el pH de las soluciones, que han pasado por el tratamiento de
hidrolisis alcalina y adecuar a la prueba a realizarse

- Medir el volumen de muestra y colocarlo dentro del tanque de
fermentacion.

- Tomar aproximadamente 20 ml de muestra y ponerla dentro de la
incubadora.

- Pesar la levadura en la balanza analitica de tal manera que esta sea 0.5
de levadura Saccharomyces cerevisae por cada Litro de material
fermentable

- Poner la levadura dentro de los 20 ml de solucion, agitar suavemente y
poner en la incubadora por media hora. Al igual que el resto de la solucion

para que también alcance la temperatura deseada.

- Adicionar los 20 mi de la solucion en la muestra a tratarse y llevar a un

Bioreactor para su posterior fermentacion.
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- Controlar el pH y los grados Brix con el refractometro. Si el pH baja
adicionar CaCOs para regularizar segun la metodologia.

- Una vez realizada todo el procedimiento para la fermentacion se deja
fermentar a una temperatura de 30° C para lograr un buen desarrolio de
S.cerevisiae. Este proceso dura 5 dias, periodo normal en el cual se realiza
agitacion manual durante 5 minutos cada dia.

e. Destilacion

Se utilizara destilador de laboratorio para lo cual es necesario establecer la
temperatura de ebullicion del etanol que presenta cada equipo y comparar el punto
de ebullicion tedrico del etanol.

Una vez determinada la temperatura de ebullicion se destila cada una de las
pruebas experimentales y se recolecta el alcohol en envases herméticos para su
posterior analisis.

35



3.6.2. Metodologia a seguir por via hidrolisis enzimatica
En la figura 5 se detalla la metodologia a seguir para la obtenciéon de etanol por

via hidrélisis enzimatica.

Recepcion de la materia

Orujo de uva :
(Vitis vinifera) pnma
Pesado
me’g’g&”{‘ ,°‘)"“‘°sa5 Proceso de hidrélisis
S p'P ’ enzimatica
pH=5,6
T=50°, 60°C ¢
S. cerevisaede 0.5 g/L. —p] Femmentacion
t= 5 dias
T=30°C K
Destilacion
v
Envasado
v - Rendimiento (%)

-Grado alcohdlico (%)
g
Etanol -Alcoholes superiores

Figura 5. Metodologia a seguir para la obtencion de etanol a partir de orujo de

uva por via hidrolisis enzimatica.

Fuente: Elaboracién Propia (2017).
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3.6.2.1. Descripcion del procedimiento para la obtenciéon de
etanol a partir de orujo de uva por via hidrélisis
enzimatica

a. Recepcion de la materia prima (orujo de uva)

El orujo de uva se obtendra de ia bodega el “Mocho” de la region de Moquegua,
se recepcionaran en jabas de plastico.

b. Pesado

El pesado se realizara con el fin de conocer la materia prima exacta para el
proceso de obtencion de etanol.

c. Proceso para la hidrolisis enzimatica

La fraccion sélida resultante del proceso de pre-tratamiento para el orujo de uva a
las condiciones optimas, se hidrolizaran con enzimas celulasas comerciales. La
reaccion de hidrolisis se llevara a cabo en las siguientes condiciones: agitacion
mecanica 450 rpm, 48 h, 50°C y pH 5y 6. El ajuste del pH se utilizara con Hidroxido
de sodio y acido dlorhidrico. El dosaje de enzimas utilizado sera 0,5% en peso del
sustrato seco de la enzima celulolasas celluclast Se uftilizara un exceso de

enzimas para evitar cualquier limitacién de esta variable.
d. Fermentacion

- Medir el pH, que han pasado por el tratamiento enzimatico y adecuar a la

prueba a realizarse.

- Medir el volumen de muestra y colocarlo dentro del bioreactor para su
posterior fermentacion.

- Pesar la levadura en la balanza analitica de tal manera que esta sea 0.5
de levadura Saccharomyces cerevisae por cada Litro de material
fermentable

- Poner la levadura dentro de los 20 mi de solucion fermerntable, agitar
suavemente y poner en la incubadora por media hora. Al igual que el resto
de la solucion para que también alcance la temperatura deseada.
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- Adicionar los 20 ml de la solucion en la muestra a tfratarse y llevar al
bioreactor para que siga su fermentacion.

- Controlar el pH, si el pH baja adicionar una solucién CaCOs al 5% p/v, si el
pH es alto bajar con una solucion acido sulfarico H,SO4 al 5% pfv.

- Una vez realizada todo el procedimiento para la fermentacion se deja
fermentar a una temperatura de 30° C para lograr un buen desarrolio de la
levadura S.cerevisiae. Este proceso dura 5 dias, periodo normal en el cual
se realiza agitacion manual durante 5 minutos cada dia.

e. Destilacion

Se utilizara destilador de laboratorio para lo cual es necesarnio establecer la
temperatura de ebullicion del etanol que presenta cada equipo y comparar el punto
de ebullicion tedrico del etanol.

Una vez determinada la temperatura de ebullicion se destila cada una de las
unidades experimeniales y se recolecta el alcohol en envases herméticos para su
posterior analisis.
3.6.3. Métodos de analisis
3.6.3.1. Determinacion de pH
El pH se determinara mediante el pH — metro de acuerdo al procedimiento ver
Anexo 1.
3.6.3.2. Determinacion del grado °Brix
La determinacién de los grados °Brix se realizara mediante la lectura del
refractdmetro segun el procedimiento ver Anexo 2.
3.6.3.3. Determinacién de grado alcohélico
Para la lectura del grado alcohdlico de la muestra obtenida por destilacion es de
la siguiente manera ver Anexo 3.
3.6.3.4. Determinacion de alcohol etilico

Se pueden aplicar varios métodos para determinar el contenido de etanol. Debido
a que existe a la diferencia de densidades entre el agua y etanol. Ver Anexo 4.
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3.6.3.5. Determinacion del rendimiento

Para determinar el rendimiento sera de acuerdo a la cantidad de alcohol obtenido
sobre la cantidad de orujo utilizado

Alcohol obtenido (g)

R= Residuo (g)

x 100 Ecuacion 1.

De acuerdo al rendimiento tedrico es de 1g de glucosa es de 0.51g de etanol y
0.49 de CO,. Sin embargo en la practica, aproximadamente el 10% de la glucosa
se transforma en biomasa y el rendimiento de etanol y CO: alcanzando el 90% del
valor tedrico (Ertola. & Yantomo., 2003).

3.6.3.6. Determinacion de alcoholes por cromatografia de gases
La cromatografia de gases se puede aplicar a gases y cualquier compuestos que
pueda ser volatilizado o convertido en un derivado volatil; la cromatografia de
gases tiene amplia aplicacion, en las industrias se enfoca principalmente a evaluar
la pureza de los reactantes y producios de reaccion o bien a monitorear la
secuencia de la reaccion, para los fabricantes de reactivos quimicos su aplicacion
para la determinacion de la pureza es los mas importante (Skoog, Holler, &
Nieman, 2001)

La cromatografia de gases es una técnica en la que la muestra se volatiliza y se
inyecta en ia cabeza de una columna cromatiografia. La evaluacion se produce por
el flujp de una fase movil de gas inerte. A diferencia de los otros tipos de
cromatografia, la fase movil no interactia con las moléculas del analito; su Gnica
funcion es la de transportar el analito a través de la columna (Rouessa &
Rouessac, 2003). Ver Anexo 5.

3.7. Diseiio experimental o métodos y técnicas para la
presentacion y analisis de datos

En el presente estudio se utilizara un analisis esiadistico por Disefio

completamente al azar {D.C A), para ver si existe relacidn o no entre dos varniables

que forman una poblacion de datos. En base a esta relacion se pueden comparar

varias muestras y determinar factores limitativos, cuyo disefio estadistico en la

siguiente, y la estructura del disefio se presenta en el Cuadro.

El modelo aditivo lineal para un DCA es la siguiente:
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Yij = |.1+ r.-+ei,-

Donde:

Ecuacion 2.

- Y, : es el valor o rendimiento observado en el i-esimo tratamiento, j-esimo

repeticion.
- :es el efecto de la media general

- Ti: es el efecto de i-esimo tratamiento

- @;: es el efecto del error experimental en el i-ésimo tratamiento, j-ésima

repeticion.

Tabla 3. Estructura del diseno experimental para la optimizacion

Variable independiente Variable dependiente
Variedad Método Temperaturas pH Parametros a evaluar
H1
T P o
pH2 - Rendimiento (%)
HA pH1 - Grado alcohdlico (%)
T2 s
Orujo de Uva pH2 - Rendimiento de etanol
. oA -Alcoholes superiores
1 metanol, ol
o2 ( propanol)
HE
pH1
T2
pH2

Fuente: Elaboracion Propia (2017).
HA: Hidrolisis alcalina

HE: Hidrolisis enzimatica

T.: Temperatura de exposicion a 50°C
T.: Temperatura de exposicion a 60°C
pH1: 5

pHz: 6




De acuerdo a la tabla 3, se realizara un arreglo factorial de 2x2x2 realizado por via
de hidrolisis alcalina y enzimatica para la obtencion de etanol, después del arreglo
factorial, cuyo modelo estadistico se detalla en la ecuacion 1, se evaluara los
resultados mediante el analisis de la Prueba de Tukey al 5%. El disefio del ANOVA
sera con un nivel de confianza del 95% mediante un software estadistico
Statgraphics Plus Profesional 7.0.
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4.1. Recursos

RECURSOS HUMANOS

HORAS/DIA

Tesista

Asesor

Analisia

4.2. Bienes y servicios
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6.1. Anexo 1: determinacion de pH
Las medidas electrométricas del pH han sustituido grandemente los otros
meétodos, aun cuando en el AOAC todavia se incluyen métodos calorimétricos
para pan y otros productos de cereales. El pH presente en el alimento sera el
resultado de los sistemas amortiguadores naturales que predominen en el mismo.
Los sistemas amortiguadores (o “buffers”) son mezclas de acidos (o bases)
débiles y sus sales. La “capacidad buffer” se ha definido como la resistencia al
cambio de pH que muestra una solucion cuando se le somete a ganancia o pérdida

de acido o alcali:

Calentar y calibrar el medidor de pH (pHmetro) de acuerdo a las instrucciones del
aparato.

Los electrodos deben mantenerse sumergidos en agua destilada y lavarse
cuidadosamente, antes y después de usar, con agua destilada (secar el exceso
sin frotar el electrodo).

Para la calibracion usar soluciones buffer pH 7 y 4. 4. Agitar la muestra después
de la lectura y repetiria hasta que dos lecturas coincidan cercanamente

Calculos: Usando constante de disociacion del acido predominante de su
muestra, calcule el pH tedrico de la misma. Comparar el valor tedrico con el
obtenido experimentalmente
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6.2. Anexo 2: determinacion de grados Brix

Los grados Brix proporcionan una medida objetiva de la concentracion de
azucares disueltos en un producto y de la idea del nivel de dulzura del mismo. Los

grados Brix se miden usando el refractometro o brixometro.

El refractometro es un equipo que proporciona una lectura del indice de refraccion
de una muestra liquida a la vez da el valor de los grados Brix que la muestra
presenta. El refractometro consta de 2 prismas un primario y secundario en
este colocamos la muestra, posee un ocular donde el analista observa la
lectura. Ademas cuenta con un termémetro digital para poder tomar la lectura
de la temperatura a la cual se hace el analisis, para que posteriormente
podamos hacer la correccidon segun la ecuacion del indice de refraccion real
con la por una diferencia de temperaturas a la cual el equipo esta calibrado.

Npreat = Npr + Fy
Nprear = iNdice de refraccion real

np, = indice de refraccion tomado a la temperatura a la cual registra el termémetro
digital.

F, = factor de diferencia segun la siguiente ecuaciéon

Ecuacién para calcular el factor de diferencia:

Fy=1T.+ T, | x0.004

Donde:

T. = temperatura de calibracion del refractémetro

T, = temperatura a la cual se hace la lectura de la muestra en el refractémetro.

0.004 = constante refractométrica de error de incerteza “\\(\
)

El signo + de la primera ecuacion indica una suma cuando la temperatura a las y

cual se hace la lectura de la muestra en el refractometro es menor a las
temperatura de calibracion del refractometro.
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Después de haber calculado el indice de refraccion real podemos calcular también
determinar los grados Brix reales de la muestra, esta determinacion se lieva a
cabo en el refractometro directamente.

6.3. Anexo 3: determinacion del grado alcohélico
Colocar la muestra de alcohol etilico en una probeta de 100 ml, o un cilindro de

volumen adecuado para poder colocar el alcoholimetro junto con la muestra de
etanol.

Sumergir el aicoholimetro verificando que esté limpio y seco dentro de la probeta
que contiene la muestra.

Verificar que el liquido muestra cubra por completo el alcoholimetro.
Realizar la lectura y anotar el valor del grado alcohdlico de la muestra.

6.4. Anexo 4: Determinacion de etanol por método
densimétrico.

Debido a la diferencia de densidades entre el agua y el etanol, se puede
determinar el contenido de alcohol a través de la medida de su densidad; cuanto
mas elevado sea el contenido en etanol de una bebida mas baja sera su densidad
(Sierra,). Este se basa en la determinacion de la densidad de una solucion
hidroalcohdlica obtenida previamente por destilacion. Para medir la densidad se
utiliza un equipo especial, el mas usado es el hidrometro (hidrometria) pero existen
otros como el alcoholimetro.

Hidrometria: El contenido de etanol se puede medir en el destilado a partir de un
volumen de la muestra exactamente medido. Los azucares reductores no son
destilables, interfieren el SO2 y el acido acético, por esta razén las muestras deben
neutralizarse antes de la destilacion. La determinacion se efectua por medio de un
hidrémetro calibrado y se registra la temperatura. El porcentaje de etanol en
volumen se obtiene de tablas especificas. También se puede determinar el
porcentaje de etanol en volumen con hidrémetros que miden el peso especifico y
consultar posteriormente las tablas pertinentes (Masson., 1997).
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6.5. Anexo 5. Determinacion de alcoholes por
cromatografia de gases
Segun NTP 211.035 2003 bebidas alcohdlicas método de ensayo determinacion

de metanol y congéneres de bebidas alcohdlicas y en alcohol etilico empleado en
su elaboracion, mediante cromatografia de gases.

Para el analisis cromatografico de gases se utiliza estandares para preparar el mix
con 3 diferentes % (Metanol, Etanol y Propanol) 100uL/50 ml donde se llega a
identificar los componentes principales en el vino y el alcohol.

- Determinacion de algunos componentes para cromatografia.

La determinacion de la composicion cualitativa y cuantitativa del alcohol se efectia
por cromatografia de gases, empleando para el efecto un cromatografia de gases
equipado.

1) Metanol

El metanol es considerado como un contenido en las bebidas alcohdlicas se tolera
un limite maximo de 20mg/100ml de alcohol anhidrido en la cabeza para Ia
legislacion brasilenia. Esto es proveniente de la actividad del metabolismo de
saccharomyces por la actividad de enzimas pépticas

2) Alcoholes superiores

Durante la fermentaciéon alcohdlica, las levaduras producen etanol, u otros
alcoholes con mas de dos carbonos en su cadena, llamados alcoholes superiores.
Estos alcoholes de interés en la cachaza, vino, cerveza deben de ser cuantificados
como alcoholes

La produccion de estos alcoholes durante la fermentacion alcohdlica se ve
infuenciando principalmente por la condiciones del medio. Entre ellas las
concentraciones de azucares, pH. El contenido de fuente de nitrogeno disponible,
temperatura de fermentacion, aeracion y tipo de levadura.

- Procedimiento para obtener la curva de calibracion de alcoholes por
cromatografia de gases

Condiciones de operacion de equipos para la determinacion y cuantificar alcoholes
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Aire

Gases Helio

Hidrogeno

Restec-07248, staliwax — DA 30 meter, 0.25mm
Columna

ID, 0.5 umdf .

T®inicial 55°C.....Tiempo T inicial 3 min
Homo T° final 120°C.....Tiempo T°final 2 min

Velocidad de calentamiento 10°C/min

Temperatura a 200°C

Presion de hidrogeno 40ml/min
Detector (FID)

Presion del aire 399mil/min
Presion de helio 30mi/min

Temperatura a 200°C
Inyector (Split) Split radio 300
Velocidad lineal 32.9 cmm/sec

Duracion de

11.5 min
método
Volumen de
. ., 1.0pl
inyeccion
Etanol, metanol y propanol de grasa
Patrones

cromatografia

- Estabilizar la linea base antes de realizar los anadlisis de la curva de
calibracion

- Preparar las concentraciones de la curva de calibracion del patron etanol
0.2%, 0.6%, 1.0% y 1.4% de concentracion y enrasar con agua ultra pura.

Nota: los patrones deberan estar refrigerados a din de evitar que se volatilicen

Anadir los viales del equipo aproximadamente 1 ml de las concentraciones
preparadas.

- Programar e inyectar

- Obtencion de cromatogramas.
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Determinacién de algunos componentes para cromatografia

La determinacion de la composicion cualitativa y cuantitativa del alcohol se efectia
por cromatografia de gases, empleando para el efecto un cromatografia de gases
equipado.

Para la identificacion de los compuestos se procede en primer lugar a buscar las
condiciones para una Optima separacion y luego se inyectan una serie de
estandares en idénticas condiciones, comparandose después los tiempos de
retencion con los de la muestra problema. En el analisis de cromatografia que se

observa mediante las graficas que se realizara.

La cromatografia de gases es la mejor y mas confiable via para obtener la
composicion real de una mezcla estos datos pueden ser de gran utilidad debido a
que se pueden calcular diferentes propiedades de la mezcla partiendo de las
propiedades de cada componente.

El cromotagrafo de gases se caracteriza por ser una técnica de separacion que
tiene incorporando un sistema de deteccion generalmente continuo (tipo on-line),
ya que realiza tanto la separacion como la determinacion cualitativa y cuantitativa

de los solutos.

Tabla 8. Propiedades del etanol como combustible

Propiedades Gasolina Etanol Metanol
Poder calérico (Kcal/lL) 7540 5070 3800
%octano 100 51,5 68
Relaciéon estequiometria masa 151 9.1 6,45
aire/combustible

Calor latente e evaporacion, del 6,7 28,8 52,9
combustible en 1 Nm3 (Kcal)

Presion de vapor a 34,9°C 0,1 1,9 3,8

Fuente: Normas Brasileiras.
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Tabla 9. Especificaciones de calidad para etanol

Caracteristica Unidades Valores
Apariencia - Libre de particulas suspendias
y precipitadas (claro y brillante)

Acidez total mg/l 30 maximos

Contenido alcohdlico % 0.996 (99.6) minimo
volumen

Contenido de metanol % 0.005 (0.5) maximo
volumen

Color - Incoloro

Conductividad uS/m 500 maximo

eléctrica

Contenido de cobre mg/kg 0.07 maximo

Hierro max. mg/kg 5 maximo

Sodio max. mg/kg 2 maximo.

Fuente: ASTM D-1152.
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