UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA

EVALUACION DE FOSFATO DE POTASICO EN LA CINETICA DE CRECIMIENTO
(Saccharomyces cerevisiae) PARA LA PRODUCCION DE ETANOL.

POR:

ALLEN FABRICIO VASQUEZ MALDONADO

ANTEPROYECTO DE TESIS

CATACAMAS OLANCHO

JUNIO, 2024



UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA

EVALUACION DE FOSFATO DE POTASICO EN LA CINETICA DE CRECIMIENTO
(Saccharomyces cerevisiae) PARA LA PRODUCCION DE ETANOL.

POR:

ALLEN FABRICIO VASQUEZ MALDONADO

FRANCISCO ENRIQUE SANCHEZ ROSALES M. Sc
Asesor principal

ANTEPROYECTO DE TESIS

PRESENTADO A LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA COMO
REQUISITO PREVIO A LA REALIZACION DE LA TESIS DE INVESTIGACION.

CATACAMAS OLANCHO

JUNIO, 2024



CONTENIDO

Péag.

I INTRODUCCION.......cooietieeteeeee e eesees s esee st sssss sttt nannenes 4
I OBJIETIVOS ...ttt st n et s 6
ODBJELIVO GENETAL ..ot et reere e sra e e 6
ODjetiVOS ESPECITICOS ... cueeiiiieiie ettt et sre e sre e e 6

I HIPOTESIS oottt 7
HIPOLESIS NUIA (HO) ... 7
HipOtesis alternativa (Hi) .......ooeviiieiiiee s 7

IV REVISION DE LITERATURA ..ottt ettt 8
4.1 Levadura (SacCharomyCes CEIeVISIAL) .........uiuiiririierierierie st 8

4.2 Fermentacion alCONGIICA ........c.ccveveieiiic e 9

4.3 Factores de influencia en la fermentacion alcohOlica............cooeeeiiieniiiicc e 10
4.4 Requerimientos NULHCIONAIES ..........cooviiieiiic e 11
4.4.1 MACTONUETTENTES . ....iteieitieteeieeee ettt sttt ettt st nrenreens 12
O I VT (o] U 1= ] (-SSR 12

4.5 Importancia del fosforo en la fermentacion ............ccccccoveveiciiccc e, 13

4.6 Tipos de fuentes de fosforo en la produccion de etanol con S. cerevisiae.............. 13
4.6.1 Fuentes de fOSFOro iNOFGANICO............ccueiuiiiicieci e 14

V' MATERIALES Y METODO ...ttt 16
51 [0 To%: 1 17: T [ ] SRS 16
5.2 Y T =TSRSS 16
5.3 REACTIVOS ...ttt e s ta e et e te e teeneenne e reenee e 16



5.4 EQUIPOS ... 17

5.5 Instrumentos de 1aDOratorio...........coiiiiiiiiiece e 17
5.6 METODOLOGIA EXPERIMENTAL ....cooiviviievieeeeeeeeeeeeeeeneeseses s 18
5.6.1 Variable INAePeNTIBNTE ........cooiiieiiie e 18
5.6.2 Variable dependiente ..o 18
5.6.3 Disefo y analisis eStadiStiCO ......cc.evverveieiicie e 18
5.6.4 TratAMIBNTOS ..ottt ettt 19
5.6.5 MEMIO U8 CUIIVO ... s 19
5.6.6 Preparacion del iNOCUIO ..........ccoooiiiiiic e 20
5.6.7 Activacion de 12 18VAAUIA ...........ccoriiiiiiiieirc s 20
5.6.8 CondiCioNes A& OPEIACION ..........eciueiieiieeie e ie ettt sae e e nre e 20
5.6.9 Preparacion del medio del CUILIVO .........ccooveiieiiiiccece e 21
5.6.10 MUBSEIEO ...ttt bt b et b e 21
5.7 METODOLOGIA ANALITICA ..ottt 21
5.7.1 Determinacion de la concentracion de biomasa por Pes0 SECO.........ccevveeervereeereenens 21
5.7.2 Determinacion de etanol ...........coouoiieiiiiiieece e 22
5.7.3 Determinacion de viabilidad Celular ... 22
5.7.4 MediCiON de PH .....ooiiiiieee et 23
5.7.5 ACIAEZ TIUIADIE ... 23
5.7.6 Medicion de grados BriX.........ccccciiieiioiciic ettt 23
CALCULO DE PARAMETROS CINETICOS .....cvvvurirrireererierserieeeessasesesssssnsenns 24

5.7.7 Velocidad Especifica de CreCimiento ...........cccevvevieiieiiicie e 24
5.7.8 Productividad VOIUMELIICa (QP) ....cceiueiieiiiiiieieiene st 24
5.7.9 Rendimiento de Biomasa (Y X/S) ....cccuiiiiiiiiiiieese e 25
5.7.10 Rendimiento de Producto (YP/S) ..cccuoeiiiiiiieiie e 25



VI PRESUPUESTO ...t
VIl CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES. ...t

VI BIBLIOGRAFIA ...ttt



I INTRODUCCION

La produccion de biocombustibles, especialmente de etanol, a partir de fuentes renovables
como la biomasa lignoceluldsica, ha ganado relevancia en la industria biotecnoldgica
debido a su potencial para reducir la dependencia de los combustibles fosiles y disminuir
las emisiones de gases de efecto invernadero. En este contexto, la levadura Saccharomyces
cerevisiae juega un papel crucial, ya que es uno de los principales microorganismos
utilizados en la fermentacion alcohodlica gracias a su capacidad para convertir los azucares
en etanol y dioxido de carbono. (GUTIERREZ, 2024)

Sin embargo, la optimizacion de la produccion de etanol sigue siendo un desafio, y se ha
observado que la eficiencia de fermentacion de Saccharomyces cerevisiae puede ser
influenciada por diversos factores, entre ellos, la disponibilidad de nutrientes esenciales
como el fosfato de potésico. Este es un componente clave en los medios de cultivo
utilizados en la fermentacion alcohdlica, ya que es necesario para el crecimiento celular y la
produccién de biomasa. (Ruiz, 2020) A pesar de su importancia, el efecto especifico de este
nutriente en la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae para la produccién de

etanol no ha sido completamente caracterizado.

En el marco de esta investigacion, se pretende profundizar en la relacién entre la adicion de
fosfato de potasico y la eficiencia de crecimiento de la levadura, especificamente de
Saccharomyces cerevisiae, durante el proceso de fermentacion para la produccion de
etanol. Se busca determinar como diferentes concentraciones de fosfato de potésico
impactan la cinética de crecimiento de la levadura y, en Gltima instancia, su capacidad para

sintetizar etanol. Esta evaluacion detallada permitira comprender mejor la influencia de este



compuesto en el rendimiento del proceso de fermentacion y, potencialmente, optimizar las

condiciones de produccion de etanol.



Il OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la cinética de crecimiento con diferentes concentraciones de potasio en
Saccharomyces cerevisiae y la produccion de etanol.

Objetivos Especificos

Evaluar las diferentes concentraciones de fosfato de potasio que maximicen el crecimiento
de Saccharomyces cerevisiae para produccion de etanol.

Cuantificar la cantidad de etanol sintetizado por la levadura en funcién de las diferentes
concentraciones de fosfato de potasio.

Analizar la influencia del fosfato de potasio sobre la productividad volumétrica y

rendimiento de la produccién de etanol por Saccharomyces cerevisiae.



111 HIPOTESIS

Hipotesis nula (Ho): El incremento en las concentraciones de fosfato de potasio, como
fuente de fosforo, no influird en el rendimiento de etanol durante la fermentacion con

Saccharomyces cerevisiae.

Hipotesis alternativa (Hi): El incremento en las concentraciones de fosfato de potasio,
como fuente de fosforo, al menos una influird en el rendimiento de etanol durante la

fermentacion con Saccharomyces cerevisiae.



IV REVISION DE LITERATURA

4.1 Levadura (Saccharomyces cerevisiae)

Saccharomyces cerevisiae es una especie de levadura perteneciente al grupo de los
ascomicetos, un hongo unicelular con un tamafio promedio de aproximadamente 5-10
micrémetros de diametro. Esta levadura es facultativa, lo que significa que puede crecer en
ambientes con o sin oxigeno, preferiblemente, crecen en ambientes anaerdbicos para
realizar la fermentacion alcoholica de manera mas eficiente. (Taubas, 2023) S. cerevisiae es
conocida comunmente como la levadura de industria panadera debido a su capacidad de
esponjar la masa y hacerla levantar durante el proceso de fermentacién. Ademas de su
importancia en la produccion de pan y bebidas alcohdlicas, esta levadura es ampliamente
utilizada como modelo en estudios cientificos debido a su ciclo de vida con una fase sexual,

lo que facilita los estudios genéticos detallados.

La levadura Saccharomyces cerevisiae desempefia un papel crucial en la produccion
industrial de etanol debido a sus cualidades deseables y capacidades Unicas. Esta especie se
destaca por su rapida tasa de crecimiento, su eficiente metabolismo anaerdbico de la
glucosa y su capacidad para producir grandes cantidades de etanol. Ademas, muestra una
alta productividad y un rendimiento significativo, lo que la convierte en un organismo ideal
para la fermentacion alcohdlica a nivel industrial. Uno de los aspectos méas importantes de
Saccharomyces cerevisiae es su capacidad para tolerar una amplia gama de factores de
estrés ambiental. Esta levadura puede sobrevivir y funcionar adecuadamente en entornos
con altas concentraciones de etanol, bajos niveles de pH y escasez de oxigeno. (Flavia da
Silva Fernandes, 2022) Esta tolerancia a condiciones adversas es crucial en entornos de

produccién de etanol, donde las condiciones pueden ser extremas y variables.



Ademas de su resistencia a condiciones estresantes, Saccharomyces cerevisiae exhibe una
serie de caracteristicas deseables que la hacen ideal para la produccién de etanol. Estas
incluyen una alta capacidad de fermentacion, una eficiente conversion de azucar a etanol,
bajos niveles de glicerol y una alta productividad. La levadura también muestra una buena
eficiencia de fermentacion, altas tasas de crecimiento celular y una répida velocidad de
consumo de sustrato. Estas cualidades hacen que Saccharomyces cerevisiae sea una opcion

popular y efectiva para la produccion industrial de etanol (Caridad Suarez-Machin*, 2016).

4.2 Fermentacion alcohélica

La fermentacion alcohodlica es un proceso bioldgico fundamental que ocurre en ausencia de
oxigeno, es decir, de manera anaerébica. Este proceso es llevado a cabo por
microorganismos, principalmente levaduras como Saccharomyces cerevisiae, que
metabolizan hidratos de carbono, como la glucosa, la fructosa y la sacarosa, para producir
energia en forma de adenosin trifosfato (ATP) y metabolitos como el etanol y el didxido de
carbono. En el caso del etanol, este producto es ampliamente utilizado en la industria
alimentaria para la produccion de bebidas alcoholicas como el vino, la cerveza, la sidra y
otras, debido a sus propiedades organolépticas y preservativas. Ademas, el etanol también
tiene aplicaciones industriales como biocombustible, siendo un componente clave en la
produccién de biocombustibles de primera generacion. (Brice, 2024) Este proceso de
fermentacion alcohodlica no solo es relevante en la industria alimentaria y energética, sino
que también ha sido objeto de estudios cientificos (Alejandro Marin, 2016), (Cao Thuy,
2024), (Gomez-Luna, 2024) para comprender mejor los mecanismos bioquimicos vy
genéticos involucrados en este proceso, lo que ha contribuido al desarrollo de tecnologias y
procesos mas eficientes en la produccion de etanol y otros productos derivados de la

fermentacion.

El metabolismo de produccion de etanol (figura 1), fundamental en diversos procesos

bioldgicos, se basa en el ciclo de la glucosa, un proceso esencial en el cual la glucosa se
9



convierte en energia. Este ciclo se divide en dos etapas principales: la glucdlisis, que ocurre
en el citoplasma y convierte la glucosa en piruvato, y la respiracion celular, que tiene lugar
en las mitocondrias y transforma el piruvato en Acetil-CoA, generando ATP y NADH. En
condiciones de oxigeno suficiente, el piruvato entra en la respiracion celular para producir
energia. (Teresa Zamora-Hernandez, 2014) Sin embargo, en ausencia de oxigeno suficiente,
el piruvato se fermenta para producir &cido lactico o etanol. Este proceso, conocido como
fermentacion, se lleva a cabo en el citoplasma y produce menos ATP que la respiracion
celular. La fermentacion es un proceso clave en la produccion de etanol, ya que permite que

las levaduras conviertan la glucosa en etanol y didxido de carbono en ausencia de oxigeno.
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Figura 1. Metabolismo de la Glucosa en la Célula.

4.3 Factores de influencia en la fermentacion alcohélica

La fermentacion alcohdlica es un proceso bioldgico complejo en el que intervienen diversos
factores que pueden afectar su eficacia y productividad. Entre los factores clave que

influyen en la fermentacion alcohdlica en Saccharomyces cerevisiae, el pH del medio de
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fermentacion es critico. El rango 6ptimo de pH para este proceso se encuentra generalmente
entre 4,0 y 5,0, lo que favorece el crecimiento de la levadura, la velocidad de fermentacion
y la eficiencia en la produccién de etanol (Siti Azhara, 2017). El control cuidadoso del pH
es crucial, ya que desviaciones significativas pueden reducir la concentracion de etanol,
disminuir la velocidad de fermentacion y afectar el metabolismo y la productividad de la
levadura. Por lo tanto, mantener el pH dentro de este rango es fundamental para asegurar un

proceso de fermentacion eficiente y productivo (Corona, 2016).

La temperatura éptima para la fermentacion con Saccharomyces cerevisiae, cominmente
conocida como levadura, suele oscilar entre 25°C y 30°C. Este rango de temperatura es
ideal para maximizar la actividad de la levadura y promover procesos de fermentacién
eficientes. Sin embargo, es importante sefialar que la temperatura éptima especifica puede
variar en funcion del tipo de proceso de fermentacion y del resultado deseado (Cao Thuy,
2024).

La acidez en la fermentacién con Saccharomyces cerevisiae es un factor crucial en su
desarrollo, juega un papel fundamental en su crecimiento y reproduccién. Segun. (Orozco,
2023). Esta levadura tiende a prosperar en condiciones ligeramente acidas, se han reportado
valores de acidez total en el rango de 0.1 a 0.5 g/L de &cido acéticoy 0.2 a 0.8 g/L de &cido

lactico. (Pefia and Arango 2009)

4.4 Requerimientos nutricionales

Los macronutrientes y micronutrientes desempefian un papel crucial en el proceso de
fermentacion por Saccharomyces cerevisiae, una levadura comdn utilizada en la

fermentacion industrial, incluida la producciédn de etanol.
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4.4.1 Macronutrientes

Saccharomyces cerevisiae requiere varios nutrientes para llevar a cabo su metabolismo y
crecimiento durante la fermentacion alcohdlica. Entre los macronutrientes necesarios se
encuentra la fuente de carbono, que se utiliza para producir energia y biomasa.
Habitualmente, se emplean glucosa, sacarosa y otros azlcares en estos procesos. El
nitrdgeno también es esencial, ya que se necesita para la sintesis de proteinas y el
crecimiento celular. La levadura puede utilizar iones de amonio, aminoécidos y péptidos
como fuentes de nitrogeno. El fésforo es otro nutriente importante, ya que participa en la
sintesis de &cidos nucleicos, la transferencia de energia y la estructura de las membranas.
Ademas, el azufre es necesario para la sintesis de proteinas y el metabolismo celular, ya
que es un componente de los amino&cidos y las vitaminas. (V. L. Belini, 2017)

4.1.2 Micronutrientes

En cuanto a los micronutrientes, el hierro es esencial para el transporte de electrones y la
sintesis del hemo, importante para las reacciones redox. El zinc actia como cofactor de
enzimas implicadas en la replicacion del ADN, la transcripcion del ARN vy la sintesis de
proteinas. El cobre es necesario para enzimas en el transporte de electrones y mecanismos
antioxidantes. Por su parte, el manganeso participa en reacciones enzimaticas, defensa
antioxidante y metabolismo de carbohidratos y aminoacidos. EI molibdeno es esencial para
las enzimas involucradas en el metabolismo del nitrégeno, y el niquel actia como cofactor
de enzimas especificas como la ureasa. El cobalto es un componente de la vitamina B12,
importante para la sintesis de &cidos nucleicos y el metabolismo de los aminoacidos.
Finalmente, el selenio actia como antioxidante, protegiendo a las células del estrés

oxidativo durante la fermentacion. (Alejandro Marin, 2016)
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4.5 Importancia del fosforo en la fermentacion

El fosforo desempefia un papel crucial en la fermentacion por Saccharomyces cerevisiae,
ya que es un nutriente esencial para el crecimiento de la levadura y la produccién de
enzimas. El fésforo es un componente clave del ATP, que es el principal portador de
energia en las células y es necesario para diversos procesos celulares, incluida la sintesis de
enzimas implicadas en la fermentacion. (C. Amadi, 2020) Ademas, esencialmente, la
sintesis de fosfolipidos, componentes criticos de la estructura y funcion de la membrana
celular durante la fermentacion. Sin una cantidad adecuada de fosforo, la levadura no puede
desarrollarse adecuadamente ni producir las enzimas necesarias para llevar a cabo la

fermentacidon de manera eficiente.

Por ultimo, juega un papel crucial en la produccion de etanol por Saccharomyces
cerevisiae. Ademas de su papel en la sintesis de ATP, que es vital para la fosforilacion de la
glucosa durante la glucolisis (una via central en la fermentacion del etanol), es esencial
para la sintesis de &cidos nucleicos, fosfolipidos y coenzimas necesarios para varias
reacciones enzimaticas implicadas en el metabolismo de los azlcares en etanol. (Carolina
Pefia, 2008) Por lo tanto, garantizar un suministro adecuado de este nutriente es esencial
para optimizar tanto la eficacia de la fermentacion como la produccién de etanol por

Saccharomyces cerevisiae.

4.6 Tipos de fuentes de fosforo en la produccién de etanol con S. cerevisiae

En la produccion de etanol con Saccharomyces cerevisiae, se pueden utilizar diversas
fuentes de fosforo para favorecer el crecimiento de la levadura y la fermentacion. Algunos

tipos comunes de fuentes de fosforo incluyen:

13



4.6.1 Fuentes de fosforo inorgénico

El acido fosférico (HaPO4) es un acido fuerte que se disocia en agua para liberar iones
fosfato (H.POs- y HPO42-). Estos componentes sirven como nutrientes cruciales para las
células de levadura, participando en varios procesos metabolicos, incluyendo la sintesis de
ATP y la produccion de acido nucleico. El &cido fosforico se utiliza a menudo para ajustar
el pH del medio de fermentacion y, al mismo tiempo, proporcionar fosforo para el

crecimiento de la levadura y la produccién de etanol. (Whasley Ferreira Duarte, 2011)

El fosfato potasico (KH2PO4) juega un papel crucial en la produccion de etanol con
Saccharomyces cerevisiae al proporcionar nutrientes esenciales, especialmente fésforo y
potasio, necesarios para su crecimiento y metabolismo durante la fermentacion. En los
procesos de produccion de etanol, afiadir este compuesto al medio de fermentacion puede
mejorar el crecimiento celular, el mantenimiento y la produccién de etanol. Ya que es uno
de los nutrientes esencial para varios procesos celulares, como el metabolismo energético y
la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas. (Whasley Ferreira Duarte, 2011) Estudios
recientes han destacado la importancia del suministro del compuesto en forma de fosfato
potésico para potenciar el rendimiento de etanol y la actividad de Saccharomyces
cerevisiae, lo que conlleva a mejorar la eficacia y el rendimiento de la fermentacién. En la
investigacion llevada a cabo por (Jehan, Hijri, & Khadam, 2023) se empled una
concentracion de 3.18 g/L de fosfato de potasio, obteniendo un rendimiento de 62 g/L
de etanol. Por otro lado, el estudio realizado por (Serna, Gil, & PelaezJaramillo, 2011)
incluyé tratamientos con concentraciones de 1 g/L y 2 g/L, resultando en un incremento de
37.1 g/L de etanol. Esta variacién en las concentraciones de fosfato potasico demostré una
relacion directa con un mayor rendimiento de etanol. Los resultados positivos observados
en ambas investigaciones indican una mejora significativa en la eficiencia global de la
fermentacion, lo que sugiere un aumento en la produccion de etanol y una fermentacion

mas efectiva en general.
14
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V  MATERIALES Y METODO

5.1 Localizacién

La investigacion se realizard en el Laboratorio de biotecnologia de la Universidad Nacional
de Agricultura, donde se cuentan con los equipos necesarios para llevar a cabo los procesos

de fermentacion alcohdlica con Saccharomyces cerevisiae.

5.2 Materiales

e Algodén

o (asas

e Papel aluminio
e Papel toalla

e Cinta adhesiva

e Marcador

5.3 Reactivos

e Fenolftaleina 1%

e Fosfato de potasio

e Hidroxido de Sodio 0,1 N

e Levadura Saccharomyces cerevisiae

e Sacarosa (aztcar comercial)

16



e Azul de metileno
e Acido citrico

e Citrato de sodio

5.4 Equipos

e Autoclave

e Balanza analitica

e Balanza digital

e Centrifuga

e Desecador

e Horno de laboratorio
e Incubadora biobase
e pHmetro

e Refrigerador

e TermOmetro

e Hidrémetro

e Microscopio

5.5 Instrumentos de laboratorio

e Beaker
e Embudo
e Filtros

e Matraz Erlenmeyer

e Mechero
e Perillas
e Pipetas

17



Pinzas

Probetas

Tubos de centrifuga
Tubos de ensayos
Vaso de precipitacion
Portaobjetos
Cubreobjetos
Hemocitometro

Plato calentador agitador

5.6 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.6.1 Variable independiente

Concentracion de nutriente (fosfato de potasio)
pH
Temperatura

Tiempo de fermentacion

5.6.2 Variable dependiente

Rendimiento de etanol
°Brix

Rendimiento de biomasa (levadura S. cerevisia)

5.6.3 Disefio y analisis estadistico

18



Se aplicard un disefio experimental completamente aleatorizado de un factor con tres
niveles, replicando cada tratamiento tres veces. Posteriormente, se evaluaran los resultados
experimentales mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de
0.05, utilizando el software estadistico InfoStat. Ademas, se realizard una prueba de

comparacion multiple de Tukey para analizar las diferencias entre los tratamientos.

5.6.4 Tratamientos

Tabla 1. Tratamientos y concentraciones de fosfato de potasio en base a literatura.

Tratamiento Concentracion de fosfato de potasio
T1 0.5 g/L
T2 1.5g/L
T3 3.18 g/L

Nota: En la tabla se muestran las formulaciones experimentales que se utilizaran en la
investigacion las cuales se tomaron en base a una revision de literatura (Jehan, Hijri, &
Khadam, 2023), (Serna, Gil, & PeléezJaramillo, 2011), con un factor de fosfato de potasio
que cuenta con tres niveles de concentracion. Este disefio permitird evaluar el efecto del

fosfato de potasio en las variables de interés.

5.6.5 Medio de cultivo

Tabla 2. Tratamientos de acuerdo a cada medio de cultivo.

) ) ] ) Fuente de
Tratamiento | Azucar (°Brix) | Fosfato de potasio (g/L) )
nutrientes
T1 20 05 (NH4)2SO4
1.6 g/L
T2 20 L5 MgSO:*7H;0
T3 20 3.18 0.1g/L

19



Nota: La tabla muestra diferentes tratamientos con los grados brix especifico, fosfato de
potasio (Jehan, Hijri, & Khadam, 2023) (Serna, Gil, & PeldezJaramillo, 2011) y levadura,

junto con el volumen de agua utilizado y sus fuentes de nutriente (C. Amadi, 2020).

5.6.6 Preparacion del inoculo y medio de cultivo

En la etapa inicial de preparacion del indculo, se pesaran los tratamientos segun la tabla 2
del medio de cultivo. Se preparara una solucion en beakers con 3240 mL de agua destilada.
Posteriormente, se procedera a ajustar el pH a 5.5 con un tampdén (buffer) de citrato y se
utilizard un valor de 20°Brix. Téllez-Mora, (2012) A continuacion, se llevaran a cabo
pruebas fisicoquimicas, las cuales incluyen la medicion del pH, el porcentaje de acidos
titulables y el grado Brix. Se trasvasard el medio de cultivo de los beakers a los matraces
Erlenmeyer, teniendo un total de 18 matraces con 180 ml del medio de cultivo, cada uno
con sus respectivos tapones. Estos matraces se esterilizardn en un autoclave a una

temperatura de 120 °C durante 20 minutos.

5.6.7 Activacion de la levadura

Se activara la levadura de panificacion Saccharomyces Cerevisiae en forma liofilizada, se
siguire un proceso especifico. Inicialmente, se inocularé 6.48 g/L de levadura en 360 ml de
medio de cultivo calentado a 35 °C, manteniéndose esta temperatura constante durante 24

horas a 150 rpm en la incubadora con agitacion.

5.6.8 Condiciones de operacion

Se realizaran cultivos por lote en una incubadora con agitacién orbital. La temperatura sera
de 30 °C (Alyaa Abdulhussein Khadam, 2023), durante 40 horas, con una agitacion de 200
rpm. Se trabajara con matraces Erlenmeyer de 250 ml, utilizando un volumen de 200 ml en

cada uno, el cual tendra un pH de 5.5 (Alejandro Marin, 2016).
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5.6.9 Preparacion del medio del cultivo

Para la preparacion de los reactivos, se procederd a pesar el fosfato de potasio,
la sacarosa (aztcar comercial) y las fuentes de nutrientes segun lo indicado en la Tabla 2.
Posteriormente, se medirdn 180 mL de agua destiladaen cada matraz Erlenmeyer,
recomendandose el uso de un plato calentador agitador para una mejor homogeneizacion de
la sacarosa. Luego de los analisis correspondientes, los matraces Erlenmeyer se llevaran a
un autoclave a 120°C durante 20 minutos y se dejaran enfriar antes de agregar la levadura
hidratada.

5.6.10 Muestreo

Durante el proceso de fermentacion, se llevara a cabo un plan de muestreo para monitorear
la evolucion de la reaccion. Siguiendo las pautas establecidas, se realizara la toma de
muestras cada 5 horas, extrayendo 5 ml de medio de cultivo en cada muestreo. Se utilizaran
18 matraces, Erlenmeyers de los cuales se descartaran 2 matraces Erlenmeyers cada 5 horas

por 40 horas para realizar los analisis pertinentes.

5.7 METODOLOGIA ANALITICA

5.7.1 Determinacion de la concentracidn de biomasa por peso seco

La determinacion de la concentracidn de biomasa por peso seco se llevara a cabo siguiendo
un procedimiento detallado segun (Arana, 2010). Se extraerd 1mL de suspensién celular de
cada matraz Erlenmeyer y se trasladé a un tubo Eppendorff de 1,5mL. Esta muestra se
sometera a centrifugaciona 12000 rpm a 4°C durante 6 minutos, descartando el
sobrenadante posteriormente y resuspendiendo el pellet en agua destilada para repetir el
proceso de centrifugacion en las mismas condiciones. Este paso de resuspension se repetira
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dos veces. Una vez completadas las centrifugaciones, se eliminacion del sobrenadante y el
pellet himedo se sec6 en un horno usando capacillos a 80°C por 24 horas o hasta alcanzar

un peso constante. La biomasa se obtendra con la siguiente ecuacion: Biomasa g/mlL =

(Masa tubo+Muestra seca)—Masa inicial del tubo

Volumen inicial

5.7.2 Determinacién de etanol

La determinacion del contenido de etanol se realizar& mediante el método
de refractometria. Se prepararan cinco soluciones patron de concentracion: 1%, 3%, 5%,
10% y 15% v/v de etanol al 95%. A continuacion, se medira el indice de refraccidn para
cada muestra con un refractdmetro y se trazara una curva de calibracion (Concentracion de
etanol vs indice de refraccion) para obtener la ecuacion de calibracion. Posteriormente, se
tomaran muestras de cada matraz y se les medira el indice de refraccidon. Utilizando la
ecuacion de calibracion Y = mx + b, se calculara la concentracion de etanol presente en
los matraces. (Patifio, 2020). Donde y = indice de refraccion, m= pendiente, x= % de etanol

y b= intercepcion.

5.7.3 Determinacioén de viabilidad celular

Se llevara a cabo la determinacion de la viabilidad de las células de levadura mediante un
proceso. Se diluira la suspensién de levadura con solucion de azul de metileno hasta
alcanzar aproximadamente 100 células visibles en un campo microscépico. Posteriormente,
se depositard una pequefia gota de la suspension en un portaobjetos para su
observacion microscopica detallada con un aumento de 400 tras 10 minutos de contacto con
la tintura. Se procedera a contar un total de 400 células, registrando el estado de cada una,
ya sea muerta, rota, reseca, en plasma o germinada. Las células germinadas se contaran
segun la relacion con lacélula madre. Aquellas células tefiidas de azul claro seran

consideradas como células vivas. Este procedimiento minucioso permitira obtener datos
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precisos sobre la viabilidad de las células de levadura, el cual se realizara mediante la
., T—-C . / ~-
ecuacion —= * 100. Donde T=Total de células contadas y C=Células muertas o tefiidas de

azul oscuro.

5.7.4 Medicion de pH

Se procederd a homogeneizar la muestra mediante agitacion previa al procedimiento. La
determinacion se llevara a cabo por triplicado, iniciando con la transferencia de 30 ml de
muestra a un vaso de precipitacion, seguido de una mezcla cuidadosa. Posteriormente, se
introduciran los electrodos del potencidmetro en la muestra, asegurando que no toquen ni el

fondo ni las paredes del recipiente.

5.7.5 Acidez titulable

Se emplearad el método potenciométrico conforme a la norma NTE INEN-ISO 750:2013.
Para ello, se tomaran 10 ml de la fermentacion de cada muestra, a los cuales se les afiadird
una gota de fenolftaleina al 1% con una pipeta. Luego, se procedera a la adicion de NaOH
hasta que se observe un cambio de color en la muestra. La acidez titulable se expresara en
porcentaje de &cido acético y se calculara mediante la ecuacion especificada en el

procedimiento.

Vnaon * Nyaon * Meq

Acidez titulable = % Acido acetico =
Vmuestra

5.7.6 Medicion de grados Brix
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Para determinar la biomasa obtenida segin el método AOAC (2007), se utilizara
un refractometro portatil. Inicialmente, las muestras de la fermentacion se llevaran a una
temperatura de 20 °C en un bafio de agua controlado. Posteriormente, se tomara una gota de
la muestra con un gotero o pipeta, la cual se colocara en el refractometro para su analisis.
Este proceso permitird evaluar con precision la concentracion de concentracion de solidos
solubles totales presente en las muestras, siguiendo un enfoque estandarizado y confiable

como el establecido por el AOAC.

CALCULO DE PARAMETROS CINETICOS

5.7.7 Velocidad Especifica de Crecimiento ()

Lavelocidad especifica de crecimiento (u) se representa mediante la ecuacion
. . o dX . s . . .
diferencial e uX, donde X es la concentracion de biomasay t es el tiempo. Al analizar

el cambio en la concentracion de biomasa a lo largo del tiempo, se puede estimar la rapidez

con la que el microorganismo se reproduce y crece en un medio de cultivo. EI modelo

. -y t
integrado de esta ecuacion es X = X, * en™?

, donde X es laconcentracién de
biomasaen untiempot, Xo es laconcentracion inicial de biomasa, e es la base
del logaritmo natural y t es el tiempo. Este modelo permite comprender la evolucion de
la concentracion de biomasa bajo la influencia de la velocidad de crecimiento especifica p,
facilitando la estimacion de latasa de reproducciony crecimiento de los

microorganismos en un entorno de cultivo determinado.

5.7.8 Productividad Volumétrica (Qp)
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P

La productividad volumétrica, denotada como Qp, se calcula como Q, = e donde P

(concentracion de etanol) es la cantidad de producto formado, V es el volumen del medio
de cultivo y t es el tiempo. Esta medida refleja la eficiencia con la que se produce biomasa
o0 producto en relacion con el volumen de medio y el tiempo de cultivo, siendo fundamental

para evaluar la eficacia de los procesos fermentativos.

5.7.9 Rendimiento de Biomasa (Y/s)

El rendimiento de biomasa se expresa mediante la formula Yy, = %, donde AX es el

cambio en la concentracion de biomasa y AS es el cambio en la concentracion de nutriente.
Este parametro indica la eficiencia con la que el microorganismo convierte el sustrato en
biomasa, permitiendo cuantificar la cantidad de biomasa generada a partir del sustrato

consumido durante la fermentacion.

5.7.10 Rendimiento de Producto (Yp/s)

.. AP . .
Por otro lado, el rendimiento de producto se calcula como Yy /s = = siendo AP el cambio

en la concentracion de producto y AS el cambio en la concentracion de sustrato. Este indice
revela la eficacia con la que el microorganismo transforma el sustrato en producto final
durante el proceso de fermentacion, proporcionando informacién crucial sobre la

conversion del sustrato en el producto deseado.
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VI PRESUPUESTO

Precio Precio
Material Cantidad Unidad Unitario Total

(Lempiras) | (Lempiras)
Algodén 1 caja caja 100 100
Gasas 1 caja caja 150 150
Papel aluminio 3rollos rollo 50 150
Papel toalla 2 rollos rollo 25 50
Cinta adhesiva 1 rollo rollo 30 30
Marcador 2 unidades unidad 20 40
Fenolftaleina 1% 1 frasco frasco 250 250
Fosfato de potasio 1 libra libra 750 750
Hidréxido de Sodio 0,1 N 1 frasco frasco 300 300
Levadura S. cerevisiae 1 sobre sobre 100 100
Sacarosa (azucar) 2 libras libra 50 100
Azul de metileno 1 frasco frasco 200 200
Acido citrico 1 libra libra 570 570
Citrato de sodio 1 libra libra 560 560
Autoclave 1 unidad unidad 25,000 25,000
Balanza analitica 1 unidad unidad 10,000 10,000
Balanza digital 1 unidad unidad 2,000 2,000
Centrifuga 1 unidad unidad 8,000 8,000
Desecador 1 unidad unidad 5,000 5,000
Horno de laboratorio 1 unidad unidad 7,000 7,000
Incubadora biobase 1 unidad unidad 40,424 40,424
pHmetro 1 unidad unidad 4,000 4,000
Refrigerador 1 unidad unidad 8,000 8,000
Termometro 1 unidad unidad 200 200
Hidrémetro 1 unidad unidad 300 300
Microscopio 1 unidad unidad 5,000 5,000
Beaker 1000 mL 4 unidades unidad 150 600
Embudo 2 unidades unidad 50 100
Filtros (caja) 1 caja caja 200 200
Matraz Erlenmeyer 250 mL | 180 unidades unidad 30 5,400
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Mechero 1 unidad unidad 300 300
Perillas 1 caja caja 100 100
Pipetas 1 juego juego 500 500
Pinzas 1 unidad unidad 150 150
Probeta 2 unidades unidad 200 400
Tubos de centrifuga 6 unidades unidad 50 300

Total 126324
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Vil

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades para realizar

Junio

Julio

Agosto

Septiembre

S1

S2|S3

S4

S1

S2|S3

S4

S1

S2|S3

S4

S1

S2

S3

S4

Etapa I. Fermentacion.

Etapa Il. Analisis

fisicoquimicos.

Etapa I11. Anélisis e
interpretacion de

resultados.

Redaccién del informe.

Defensa del trabajo de

investigacion
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ANEXO

Protocolo para Preparar Tampoén de Citrato pH 5.5 y Concentracion 0.1M

Materiales:

Acido citrico

Citrato de sodio

Balanza analitica

Matraz aforado de 50 mL
Agua destilada

Probeta o pipeta graduada
Espatula o varilla de vidrio

pHmetro

Procedimiento:

1.

Calculo de Moles de Acido Citrico (CsHsO»):

Dado que se necesitan 0.0385 moles de acido citrico

Peso molecular del &cido citrico = 192.13 g/mol

Moles de acido citrico = 0.0385 moles

Peso en gramos de acido citrico = 0.0385 moles * 192.13 g/mol = 7.406 ¢
Medir y transferir 7.406 g de &cido citrico al matraz aforado.

Calculo de Moles de Citrato de Sodio (CsHsNaszO»)

Dado que se necesitan 0.0615 moles de citrato de sodio:

Peso molecular del citrato de sodio = 258.07 g/mol

Moles de citrato de sodio = 0.0615 moles

Peso en gramos de citrato de sodio = 0.0615 moles * 258.07 g/mol = 11.655 g

Medir y agregar 11.655 g de citrato de sodio al matraz aforado.

Preparacion de la Solucion:
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Llenar el matraz aforado hasta la marca de los 50 mL con agua destilada.

Agitar suavemente para mezclar los componentes.

Ajuste de pH Utilizando la Formula Henderson-Hasselbalch:

La formulaes: pH = pK, + log %
En este caso, para un tampdn de citrato, [A”-] seria el citrato y [HA] seria el acido
citrico.

Con pKa del &cido citrico aproximadamente 4.7, se determinard la relacion de 0.63

entre citrato y &cido citrico para pH 5.5.
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