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RESUMEN

El proposito de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de fosfato
diamonico (DAP), sobre la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, para la
produccion de etanol. La fermentacion alcoholica se realizd de manera aerdbica durante 66
horas. Se evaluaron cuatro tratamientos: testigo, sin adicion de DAP y tres concentraciones
de DAP: T1 (0.5 g/L), T2 (1 g/L) y T3 (2 g/L). Se cuantificaron °Brix, biomasa, % de etanol,
viabilidad celular y parametros cinéticos (velocidad especifica de crecimiento (p),
productividad volumétrica (Qp) y rendimiento (Yps)). Los cultivos se realizaron por
duplicado para cada tratamiento, en un medio definido a escala de matraces. La temperatura
fue 30 °C, con pH 5.70 y 15 °Brix iniciales. A medida que se aument6 la concentracion de
DAP a2 g/L (T3), se obtuvo un menor valor en los °Brix finales (3.4%). Asimismo, el T3 (2
g/L) alcanzo los mayores valores en biomasa (7.5 g/L™!). Con el tratamiento T2 (1 g/L) y T3
(2 g/L) se obtuvieron resultados similares en la produccion de etanol (11.5 %). El parametro
de Yy, no mostrd diferencias estadisticas entre las condiciones evaluadas y el testigo. De
igual forma, en los pardmetros de la p y Qp, no se observaron diferencias estadisticas entre
las condiciones evaluadas, mientras que el testigo presentd resultados significativamente
diferentes. El incremento de fosfato diamoénico, como fuente nitrogeno en el medio de

cultivo, mostro tener un efecto significativo en la produccion de biomasa.

Palabras claves: Rendimiento, productividad volumétrica, fermentacion alcoholica,

biomasa, medio definido y sacarosa.
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I. INTRODUCCION

La fermentacion de azucares por levaduras para producir etanol es uno de los procesos mas
importantes a nivel mundial. El etanol es el principal producto de la fermentacion tanto en
volumen como en relevancia econémica (Walker, GM; Walker, R. 2018). Las levaduras
utilizan una amplia gama de fuentes de nutrientes, como glucosa, fructosa, nitrégeno, lipidos
y vitaminas, esenciales para su crecimiento y metabolismo durante la fermentacion. Entre
estos nutrientes, el nitrogeno es especialmente critico; su adecuada disponibilidad impacta
significativamente en la cinética de la fermentacion alcoholica, influenciando tanto la
velocidad de fermentacion, como la formacion de biomasa y metabolitos secundarios

(Tesniére, C.; et al., 2015; Sablayrolles, JM; Mouret, JR., 2021).

En condiciones comunes de fermentacion alcoholica, las levaduras frecuentemente enfrentan
una deficiencia de nitrdgeno, lo cual puede comprometer la fermentacién y requerir
adaptaciones en las funciones celulares para mantener un flujo elevado de azlicares y permitir
la supervivencia de la levadura bajo condiciones de estrés prolongado (Tesniére, C.; et al.,
2015). Para contrarrestar estos desafios y evitar fermentaciones estancadas o lentas, es
comun la adicion de fuentes inorganicas de nitrogeno, como las sales de amonio, antes de la

fermentacion (Tesniere, C; et al., 2013; Arias G, M., et al., 2007).

En este contexto, el objetivo de esta investigacion se centrd en analizar especificamente el
efecto del fosfato diamodnico en la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y su
impacto en la produccion de etanol, mejorando el proceso fermentativo para obtener mayor

productividad volumétrica.



II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de fosfato diamonico como fuente de
nitrégeno sobre la cinética de crecimiento Saccharomyces cerevisiae, en la produccion de

etanol.

2.2. Objetivos especificos

Caracterizar las cinéticas de crecimiento celular y produccion de etanol de Saccharomyces

cerevisiae a diferentes concentraciones de fosfato diamoénico como fuente de nitrogeno en

escala de matraces.

Comparar la productividad volumétrica y los rendimientos de etanol de Saccharomyces

cerevisiae bajo diferentes concentraciones de fosfato diamonico.



III. REVISION DE LITERATURA

3.1.  Generalidades de Saccharomyces cerevisiae

La levadura desempefia un papel vital en la produccion de las bebidas alcohdlicas, por lo que
la seleccion de cepas de levadura adecuadas es esencial para maximizar el rendimiento de
alcohol (Robles, 2021). Saccharomyces cerevisiae es eucariota, anaerobia facultativa, ha
sido tradicionalmente usada en la produccion de bebidas alcohodlicas y alimentos, S.
cerevisiae es la responsable de la producciéon de las bebidas alcohodlicas, debido a su
capacidad para fermentar y asimilar glucosa, sacarosa, maltosa y la galactosa (Herndndez, &
Martinez, 2012). Segun Regodon (2007), S. cerevisiae es responsable de la fermentacion de
los mostos, con una resistencia alcohdlica hasta 18% (v/v), puede fermentar azlicares tanto

en condiciones aerobicas como anaerdbicas (Castillo, 2013).

La forma de su célula es elipsoidal de aproximadamente 5 mm de didmetro (Dickinson, 2004,
Citado por Hernandez et al, 2015), tal como lo describe Caceres y Reyna (2002) la
temperatura Optima de S. cerevisiae tiene un valor entre los 28 °C y 35 °C. (Fleet y Heard,
1993, citado por Regodon, 2007). Saccharomyces cerevisiae parece crecer mejor a pH
superiores a 3.5, y de esta misma forma lo menciona Reyes (2023), que hay un mayor
crecimiento en un rango de pH ligeramente acido a neutro, generalmente entre 4.5 y 6.5; de
tal manera qué, mantener el pH adecuado es crucial para garantizar un crecimiento dptimo

(Reyes, 2023).

Saccharomyces cerevisiae es la levadura utilizada por excelencia para la obtencion de etanol

debido a que es un organismo de facil manipulacion y de recuperacion, no es exigente en



cuanto a su cultivo, no demanda altos costos, produce bajas concentraciones de subproductos
durante la fermentacion, es osmotolerante, presenta alta viabilidad celular para el reciclaje y,
caracteristicas de floculacion y sedimentacion para el procesamiento posterior (Fajardo &

Sarmiento, 2007).

3.2. Requerimientos nutricionales de Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae requiere ciertos nutrientes y condiciones ambientales para su
apropiado crecimiento y reproduccion. Algunos elementos son esencialmente necesarios
como por ejemplo carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno y fosforo. El nitrégeno se
encuentra en la célula formando parte esencial de las proteinas, aminodcidos y acidos
nucleicos (Velasquez, 2015). De esta misma forma lo menciona Walker (1998), citado por
Godinez (2012), que el nitrégeno es el segundo nutriente mas importante después del carbono
para el crecimiento de la levadura, pues este elemento es esencial para la sintesis de proteinas,

aminodacidos, enzimas, nucledtidos y algunas vitaminas

Segun lo mencionado por Velasquez (2015), el uso de nutrientes para levaduras durante el
proceso de fermentacion es necesario para ayudar a las fermentaciones de baja eficiencia a
prevenir fermentaciones detenidas y re activar las fermentaciones con elevados °Brix; tal
como lo sefiala Yegres, et al (2003), las sales son necesarias para el desarrollo de las
levaduras, y suelen encontrarse en pocas cantidades en los mostos, por lo cual se recomienda

la adicion de estos compuestos.

3.2.1. Principales nutrientes y las formas mas comunes de satisfacerlas

Carbono: proviene de los azucares, tutiles para la fermentacion de maltosa, sacarosa,

galactosa (Caceres y Reyna. 2002, citado por Heredia y Kwok. 2015). Los compuestos
4



carbonados son utilizados a la vez como fuente de energia y de carbono por Saccharomyces
cerevisiae. Los principales son D-azlcares como hexosas, glucosa, fructosa y manosa

(Buitrago & Tenjo, citado por Guillermo, et al, 2021).

Nitréogeno: Ademas del carbono, la levadura necesita una fuente de nitrégeno para sintetizar
proteinas y otros componentes celulares (Reyes, 2023). El nitrogeno es cuantitativamente el
segundo constituyente aportado por el medio de cultivo. Todas las levaduras, asimilan el
nitrégeno en forma de ion amonio, el cual puede ser aportado en el medio por el cloruro
amonico, nitrato amoénico, fosfato amodnico, y sobre todo el sulfato amoénico siendo este
ultimo el mas eficaz, y aportando el azufre necesario para la sintesis de ciertos aminoacidos

(Mossel, 2003, citado por Velasquez, 2015).

Fosforo: Es esencial para el crecimiento, regula la sintesis de lipidos y carbohidratos, y
mantiene la integridad de la pared celular. El fosforo es asimilado por la célula en forma de
iones ortofosfato (H2PO-4) (Buitrago & Tenjo, citado por Guillermo et al, 2021). En forma
de fosfato, el dihidrogeno de potasico de fosfato suministra la cantidad necesaria para su

crecimiento (Céceres y Reyna. 2002, citado por Heredia & Kwok. 2015).

Azufre: El sulfato de amonio y el tiosulfito son esenciales para suplir los requerimientos de
azufre (Céceres y Reyna. 2002, citado por Heredia & Kwok, 2015). La fuente de azufre mas
utilizada en los medios de cultivo es el sulfato amoénico (Mossel, 2003, citado por Velasquez,

2015).



3.2.2. Fosfato diamonico (NH4):HPO4 (DAP) en la produccion de etanol

mediante Saccharomyces cerevisiae

El uso de fosfato diamonico (grado alimentario) como fuente de nitrogeno, favorece
fermentaciones deseables y relativamente rapidas (< 40 h), en comparacion con las
fermentaciones tradicionales (espontaneas) de otras regiones mezcaleras con duracién de
hasta 7 dias. En esta investigacion se hizo uso de (NH4)HPO4 (fosfato diaménico) como
fuente de nitrogeno, ya que este compuesto provee de iones amonio a la célula y la mayoria
de las levaduras lo utilizan de manera eficiente; sin embargo, la cantidad usada fue menor
que 0.20 g/L en la reactivacion de los caldos microbianos, es por esta razoén qué, se hace
énfasis que la agregacion de nitrogeno (fosfato diamoénico) al inicio de la fermentacion es
irregular y probablemente insuficiente, pues la concentracion conseguida se encuentra por

debajo de los 0.5 g/L recomendados (Godinez, 2012).

Investigacion realizada por Robles, (2021), segiin datos experimentales obtenidos en las
condiciones Optimas del proceso de fermentacidon alcohdlica del jugo de la Cabuya Azul
(Agave Americana), empleando cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae el mayor
rendimiento de etanol se logrd en las siguientes condiciones: concentracion de sustrato de
90 g/L, temperatura de 28 °C, pH 3,5 y concentracion de nutriente DAP de 2 g/L. La cantidad
de etanol obtenida fue de 42,85 g/L, con rendimiento Y P/s = 0,4779 (93,50 %).

En un estudio realizado por Yefres, et al (2003), se compararon los niveles de consumo de
azucar de las levaduras con mayor capacidad fermentativa. Se estudio el efecto de la adicion
de aztcar blanca comercial y del fosfato de amonio en la produccion de alcohol en el proceso
artesanal; la elevacion del contenido de azucar (11 a 18°Brix) y de la adicion de fosfato de
amonio dibasico (NH4)>2HPO4) (0,2 g/1). En estas condiciones, el tiempo de fermentacion del
mosto se acortd y la produccion de licor aument6 hasta un 92%. Los resultados in situ
permitieron confirmar un efecto favorable del azucar y del fosfato de amonio en la
productividad del proceso fermentativo artesanal, acortando el tiempo de fermentacion y

6



aumentando el volumen de licor obtenido de so6lo 13 litros en el mosto puro hasta 25 litros.
El tenor en alcohol se elevé a 49% con la adicion de fosfato independientemente del

contenido inicial de azucar en el mosto.

3.3. Fermentacion alcoholica

De acuerdo con Vasquez, (2007), la fermentacion alcohodlica, es un proceso anaerdbico
realizado principalmente por levaduras, donde el sustrato mono y di sacaridos en su mayoria,
es transformado principalmente en alcohol etilico y dioxido de carbono. Una de las opciones
para producir etanol es por fermentacion a partir de materias primas ricas en carbohidratos
(azhcar, almidon, celulosa, etcétera). La fermentacion alcohdlica es una biorreaccion que

permite degradar azlicares en alcohol y diéxido de carbono.

Segin lo mencionado por Mohd, et al. (2017), la velocidad de agitacion controla la
permeabilidad de los nutrientes del caldo de fermentacion al interior de las células y la
eliminacion del etanol de la célula al caldo de fermentacién. Cuanto mayor sea la velocidad
de agitacion, mayor serd la cantidad de etanol producido. Ademas, aumenta la cantidad de
consumo de azucar y reduce la inhibicion del etanol en las células. La velocidad de agitacion
comun para la fermentacion por células de levadura es de 150 a 200 rpm. Una velocidad de
agitacion excesiva no es adecuada para una produccion fluida de etanol, ya que limita las

actividades metabolicas de las células.

En la ecuacion uno se presenta la reaccion quimica que describe la conversion de glucosa en
etanol a través del proceso de fermentacion. Segun esta ecuacion, una molécula de glucosa,
por via fermentativa, produce 2 moléculas de etanol y 2 moléculas de dioxido de carbono

como productos resultantes.

C6H1206 - ZCZHsoH + ZCOZ EcuaCién 1.



3.3.1. Ruta metabdélica

La fermentacion alcoholica es un proceso anaerdbico realizado por levaduras o bacterias.
Donde el sustrato celular; monosacarido y disacarido en su mayoria, son transformados
principalmente en alcohol etilico y dioxido de carbono, con la generacion de equivalentes de
reduccion de los compuestos NADH/NAD" y NADHP/NADP" y enlaces de alta energia de
fosfato, ATP. Para que se pueda desarrollar la glucdlisis y el metabolismo del piruvato, es
necesaria que la molécula de glucosa o fructosa sean transformadas a glucosa-6-fosfato o la
fructosa-6-fosfato respectivamente. Sera a partir del piruvato que se desarrollaran las
reacciones por las que se obtiene el alcohol, como las reacciones son anaerdbicas para el caso
de fermentacion alcohdlica la reduccion del piruvato a etanol es posible por la accion de la
forma reducida de la coenzima NAD, encargada de realizar la oxidacion (Acosta Romero, C.
2012). La fermentacion alcoholica va acompaiiada de la liberacion de moléculas energéticas
(ATP) — energia materialmente comprometida — puestas a disposicion de las levaduras”
(Vincent et al, 2006). La fermentacion alcoholica es un proceso anaerobio en el que las
levaduras y algunas bacterias, descarboxilan el piruvato obtenido de la ruta Embden-
Meyerhof-Parnas (glicolisis) dando acetaldehido, y éste se reduce a etanol por la accion del

NADH2, como se ilustra en la Figura N°1.

Los microorganismos de fermentacion alcohdlica siguen un proceso de Glucdlisis, también
llamado via de Embden Meyerhof Parnas (EMP) para degradar glucosa: la glucosa se divide
en dos unidades de tres carbonos (piruvato). Se oxidan numerosos atomos de carbono. La
pequeiia cantidad de energia generada de las reacciones se almacena de forma temporal en
dos moléculas de ATP (trifosfato de adenosina) y una de NADH (deshidrogenasa del
dinucleotido de nicotinamida y adenina) por cada triosa. El destino metabolico subsiguiente
del piruvato depende del organismo que se considere y de sus circunstancias metabdlicas.
En los organismos anaerobios, el piruvato puede convertirse en productos de desecho como
etanol, acido lactico, acido acético y moléculas semejantes; en los organismos aerobios, como
los animales y los vegetales, oxidan el piruvato para formar CO2 y H20 (McKee T. &

McKee, 2014).
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Figura 1 Ruta metabolica de Embden-Meyerhof-Parnas (glicolisis)
Fuente: (Gémez, GJ y Nieto, C. 2002).

3.3.2. Factores a controlar durante la fermentacion

pH. El pH es un factor limitante en el proceso de la fermentacion debido a que las levaduras
se ven afectadas por el ambiente en el cual se desarrollan es decir alcalino o acido. Segun lo
mencionado por Fleet y Heard, y citado por Regodén AR, (2007), Saccharomyces cerevisiae
tiende a crecer mejor a pH superiores a 3.5. Los requisitos de pH para las fermentaciones
alcoholicas con la mayoria de las cepas de S. cerevisiae prosperan bien en ambientes de pH
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de 4.5 y 6.5 (Walker & Stewart. 2016) y segun el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae
se ve favorecido por un pH aproximado de 4.0 a 5.0 y no se desarrollan bien en medio
alcalinos a menos que se hayan adaptado al mismo (Decheco, 2016).

Algunas investigaciones realizadas indican que a un pH inicial del medio a valores entre 4.0
y 4.5 se obtiene el mejor crecimiento (Fajardo & Sarmiento 2007). En el proceso de
fermentacion, el pH tiende a disminuir debido a la produccion de acidos, formados al tomar

los nitrogenos de los aminoacidos perdiendo su caracter anfotero. (Rios et al, 2005)

Concentracion de azucares y nutriente. Las concentraciones altas de azlicares afectan los
procesos de osmosis dentro de la membrana celular, el rango 6ptimo de concentracion de
azucar es de 10 a 18% (p/v), puesto que a concentraciones de 22% (p/v) las levaduras
empiezan a tener problemas en su proceso de respiracion celular (Rios. et al., 2005). Segtin
lo mencionado por Mora, (2014), el mosto para fermentacion alcohdlica debe tener una
concentracion entre 12 a 22 °brix, pues si la concentracion de °brix es muy bajo el grado
alcoholico obtenido serd pobre, por lo contrario si la concentracion de °brix es muy alto la
fermentacion no se efectuia, pues la presion osmética que se ejerce sobre las levaduras es

grande y no permite que actiien sobre los azlicares.

Temperatura. Algunas células de Saccharomyces cerevisiae pueden crecer rapidamente en
temperaturas entre 25 °C y 37 °C que son aln toleradas, pero a una temperatura de 41 °C el
crecimiento disminuye hasta dejar de crecer por completo a 46 °C (Holubatova et al, 2000,

citado por Vital & Larralde, 2016)
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IV. METODOLOGIA

4.1. Descripcion y localizacion del area de la investigacion

La investigacion se realizd en el laboratorio de analisis de la Facultad de Ciencias
Tecnoldgicas en la Universidad Nacional de Agricultura, municipio de Catacamas, Olancho,

Honduras, Barrio el Espino, carretera que conduce hacia Dulce Nombre de Culmi.

4.2.  Materiales y equipos

Materiales

e Agua destilada

e Levadura (Saccharomyces cerevisiae)
e Algodon

e (Qasas

e Papel aluminio

e Papel toalla

e (Cinta adhesiva

Reactivos

e Azulcar comercial

e Sulfato de magnesio (MgSO47H:0)



e Hidréxido de sodio (NaOH)

e Cloruro de sodio (NaCl)

e Fosfato diamonico (NH4)2HPO4)
e Fenolftaleina (C20H1404)

e Acido citrico (CsHsO7)

e C(Citrato de sodio (Na3C6H507)

e Azul de metileno (C16H18CIN3S)
e Acido sulfurico (H2SO4)

e Dicromato de potasio (K2Cr20~)

Equipos

e Refractometro digital (Marca BOECO)

e Refractometro analdgico (0-95% °Brix)

e Incubadora de agitacion termostatica (Marca BIOBASE, modelo BJPX-200B).
e Centrifuga (Marca BECKMAN).

e Balanza analitica (Marca OHAUS, modelo: VP64CN).
e Balanza digital (Marca OHAUS PIONEER)

e Microscopio (Marca LABOMED)

e Termometro digital (modelo WT-1)

e pHmetro (modelo:ST-2100)

e Autoclave (American 25X-1)

e Horno

e Espectrofotometro (Thermo SCIENTIFIC)
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Instrumentos

e Beaker

e Matraz Erlenmeyer de 250 ml

e Pinzas
e Perilla
e Pipeta

e Probeta de 250 ml

e Mechero

e Vaso de precipitacion

e Tubos de centrifugacion
e Tubos de ensayo

e (Camara de Neubauer

4.3. Metodologia experimental

4.3.1. Variables independientes

e Concentracion de fosfato diamonico inicial

e Concentracion de levadura inicial (Saccharomyces cerevisiae) (variable fija)
e (Concentracion de sacarosa inicial (variable fija)

e pH inicial

e Temperatura (variable fija)

4.3.2. Variables dependientes

e (Concentracion de etanol



e Concentracion de biomasa

4.3.3. Diseiio y analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental completamente aleatorizado de un factor con tres niveles.
Cada tratamiento se realizé por duplicado. Los resultados experimentales fueron evaluados
mediante andlisis de varianza (ANOVA), con una significancia de 0.05, utilizando el

programa estadistico InfoStat y una prueba de comparacion multiple de Tukey.

4.3.4. Tratamientos

En la tabla 1, se muestran los tratamientos con las formulaciones experimentales que se
implementaron para el desarrollo del trabajo de investigacion. En cuanto a la fuente de
nitrogeno que se utilizo para poder llevar a cabo esta investigacion, se opto por usar fosfato
diamoénico debido al costo y la disponibilidad del compuesto. Estos valores fueron
seleccionados en base a los resultados que mejor rendimiento se ha obtenido en la
fermentacion alcohdlica, en investigaciones realizadas por Godinez, (2012); Robles, (2021)
y Yefres; et al, (2003). Cabe mencionar que se utilizd un tratamiento testigo que permitid

comparar los resultados con los diferentes tratamientos.
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Tabla 1 Tratamientos y concentraciones de fosfato diatonico en base a literatura

Tratamientos Concentracion de fosfato diamonico
(DAP)
Testigo
T1 0.5 g/L
T2 1 gL
T3 2 ¢g/L

4.3.5. Medio de cultivo

En la Tabla 2, se presentan las concentraciones de cada componente necesario con el que se
realizaron los medios de cultivo. La adicion de fosfato diamoénico (DAP), varié debido a que
este nutriente fue la variable de estudio en la investigacion. Cabe mencionar que en el testigo

unicamente se adiciono sacarosa.

Tabla 2 Compuestos y concentraciones con los que se realizé el medio de cultivo.
Tratamientos Componentes y concentraciones
Sulfato de °Brix Fosfato Fosfato de
magnesio diamonico potasio (K304P)
(DAP)
Testigo 15

T1 0.1 g/L 15 0.5 ¢g/L 0.5 ¢g/L

T2 0.1 g/L 15 1 g/l 0.5 g/L

T3 0.1 g/L 15 2 g/l 0.5g/L

15



4.3.6. Activacion de levadura

Se activo la levadura de panificacion Saccharomyces cerevisiae en forma liofilizada.
Inicialmente, se inoculd 2 g/L (5.1 g necesarios para 2,550 mL del medio) de levadura en
170 ml de medio (volumen necesario para inocular 10 mL a 17 matraces), manteniéndose a
una temperatura constante de 30 °C durante 15 minutos. En el anexo 1 se detalla el

procedimiento.

4.3.7. Preparacion del medio de cultivo

Se prepard la solucidon con un tampon (buffer) de citrato, con todo el volumen necesario para
la realizacion de cada tratamiento, hasta alcanzar un pH de 5.7(ver anexo 2). Posteriormente,
se peso el fosfato diamonico, el sulfato de magnesio y el azticar comun (sacarosa), segun lo
indicado en la tabla 2. Luego de ello, se procedio a diluir el azlicar y las sales en solucion
concentrada, para posteriormente proceder a agregar la solucion concentrada (azlcar y sales)
con todo el volumen de la solucion buffer previamente preparada, alcanzandose los 15 °Brix.
Antes de la esterilizacion se realizaron los analisis correspondientes, como ser: medicion de

grados Brix y pH.

Finalmente, se midieron 140 ml de la solucion preparada y se agregaron a cada matraz (17
matraces), cerrandose con un tapon y cubriéndose con papel aluminio para proceder a
esterilizarlos en la autoclave a 121 °C durante 15 minutos; una vez finalizada la esterilizacion,
se dejaron enfriar y se llevaron a la incubadora termostatica por dos horas, para poder
controlar la temperatura (30 °C). Tras completar el periodo, se agregaron 10 mL de la
levadura activada, lo que corresponde aproximadamente al 6.67 % del volumen total (Figura
2). Finalmente, los matraces se volvieron a colocar en la incubadora para iniciar con el

proceso de fermentacion.
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6.67% a los 17
matraces

Levadura (Saccharomyces
cerevisiae) activada.

170 ml medio L N J

140 ml medio+10 ml vol.=150 ml
vol. trabajo

Figura 2 Inoculacion de levaduras a los diferentes matraces

4.3.8. Condiciones de operacion

La fermentacion alcoholica se llevo a cabo de forma aerdbica a escala de matraces, realizando
cultivos por lote en una incubadora con agitacién orbital. La temperatura fue de 30 °C
(Holubatova; et al, 2000, citado por Vital y Larralde, 2016), con un pH inicial de 5.7 (Reyes,
2023), y 15 °Brix. La fermentacion se llevo a cabo durante 66 horas, con una agitacion de
150 rpm (Ruiz, C; et al, 2023), utilizdndose matraces Erlenmeyer de 250 mL, con un volumen

de trabajo de 150 mL cada uno.

4.3.9. Muestreo

Durante el proceso de fermentacion, las muestras se tomaron cada 6 horas, cada medicion se

realizd a la hora exacta designada, para mantener la precision en el intervalo de muestreo.

Se tuvieron 17 matraces, y durante cada medicidon, comenzando desde el tiempo cero, hasta
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las 66 horas, se sac6 un matraz el cual se proceso para realizar las mediciones analiticas

correspondientes.

4.4. Metodologia analitica

4.4.1. Determinacion de la concentracion de biomasa por el método

espectrofotométrico

Para determinar la concentracion de biomasa se empled la metodologia utilizada por
Arredondo-Vega et al (2007), citada por Albarracin-Torres, A. (2020). Se utiliz6 un
espectrofotometro, que mide en unidades de absorbancia. Paralelamente, se realizaron
mediciones de peso seco para establecer una relacion lineal y obtener una curva de
calibracion (ver anexo 3).

Las muestras de biomasa se diluyeron con factores de dilucion diferentes, dependiendo las
horas transcurridas de fermentacion. Cada medicion se realizd por duplicado en tubos de
ensayo que contenian 4 ml de la dilucion. Las muestras en los tubos se homogenizaron y la

absorbancia se midi6 a 600 nm, usando como blanco agua destilada,

La determinacion de concentracion de biomasa se determind mediante la ecuacion 2, que
hace referencia a la ecuacion de la curva de calibrado, para obtener la concentracion de

biomasa, se despeja para la variable X.

y=mx+b Ecuacién 2.

Donde:
y: Absorbancia
m: pendiente

x: Concentracion de biomasa (g/L)
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b: Intercepto

4.4.2. Determinacion de etanol

La determinacion de etanol, se llevo a cabo por el método de colorimetria con dicromato de
potasio (Bennett 1971, citado por Gonzales 2013). Para la determinacion de etanol fue
necesario la preparacion de una solucion oxidante (dicromato de potasio y acido sulftrico) y
la medicion de diferentes porcentajes de etanol, midiéndose en el espectrofotometro la
absorbancia de cada muestra y con los datos obtenidos, se trazo una curva de calibracion (ver

anexo 4).

Las muestras se midieron por duplicado, en tubos de ensayo se adicionaron 3 ml de la
solucioén de dicromato de potasio y luego se agregaron 300 pL de las muestras de etanol,
sobrenadante previamente removido con una solucion de Cloruro de sodio al 0.1 M (ver
anexo 5). Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 3600 rpm durante 5 minutos, y se
taparon herméticamente con papel parafilm, dejandose reposar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, se midi6 la absorbancia de las muestras a 590 nm en el
espectrofotometro, utilizando la reaccion de la solucién oxidativa como blanco. Con las
absorbancias dadas, se pudo determinar la concentracion de etanol en cada una de las

muestras analizadas.

La determinacion de concentracion de etanol se determind mediante la ecuacion 3, que hace
referencia a la curva de calibrado de etanol; por lo cual, para determinar la concentracion de

etanol, se despeja para la variable X.

Yy = mx+Db Ecuacién3.

Donde:
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y: Absorbancia
m: pendiente
x: % de etanol

b: Intercepto

4.4.3. Modelo de produccion de metabolitos Luedeking-Piret

Existen diversos tipos de metabolitos y estos son producidos normalmente por
microorganismos, estos metabolitos de interés de acuerdo a la forma en la que se producen,
se pueden clasificar en metabolitos primarios, secundarios y terciarios. Para modelar la
produccion de etanol (metabolito primario), se aplico el Modelo de Luedeking-Piret, que
relaciona la velocidad de produccién del metabolito con el crecimiento celular (Gomez
Bravo, J. L. et al 2023). Este modelo se expresa mediante la ecuacion 4, que hace referencia

al modelo de Luedeking-Piret simplificado en linea recta.

qp = i_ltj (i) = a.u+ [3 Ecuacion 4.

X0

Para poder determinar el Modelo de Luedeking-Piret, y ver si lo que se produjo en la
fermentacion alcohdlica es un metabolito primario, se considera lo siguiente:

1. Calcular la velocidad especifica de crecimiento, mediante la ecuacion 5, (Unicamente

para el Modelo de Luedeking-Piret).

2. Calcular la velocidad especifica de produccion del metabolito con la ecuacion 6.

3. Se graficaqp vs u

4. Se obtiene la linea de tendencia de gp vs p

La pendiente de la recta es o y la ordenada al origen es 3

Se trata de un metabolito primario cuando la constante a es positiva y la constante f es

pequefia (cercana a cero) comparada a a; ya que se produce muy poco metabolito si no
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hay crecimiento y también porque el coeficiente de correlacion r? debe ser cercano a la

unidad, indicando una linea recta.

L r
§= " (xo) Ecuacion 5.
At
Pfr-Po ./
= — E .
qp At cuacion 6.

4.4.4. Determinacion de viabilidad celular

Se determing la viabilidad celular utilizando la camara de Neubauer mejorada, empleando
cuatro cuadrantes de los extremos para el conteo (resaltados con azul), tal como se muestra
en la figura 3. Las muestras celulares fueron tratadas con azul de metileno y depositadas en
la cdmara. Se realiz6 un analisis microscépico con el lente a 40X, contando células viables
(no se tifien) y no viables (se tifien). En el Anexo 6, se encuentra mas detallado el

procedimiento.

L.00 ms.

0,05 mm, —

e

Figura 3 Representacion de la cdmara de recuento de Neubauer y sus dimensiones
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Este método permitié evaluar la viabilidad celular de las levaduras durante la fermentacion.

El porcentaje de viabilidad celular (% V) fue determinado mediante la ecuacion 7:

T-C
%V = — X 100 Ecuacion 7.

Donde:
T: Total de células contadas

C: Células muertas o tefiidas de azul oscuro

4.4.5. Medicion de pH

Para la medicion del pH se tomaron 30 ml de muestra de cada matraz, esta cantidad se
trasfirid a un beaker y luego de ello, se introdujeron los electrodos del potencidmetro en la
muestra, asegurandose que los electrodos no tuvieran contacto con el fondo ni las paredes

del recipiente.

4.4.6. Acidez titulable

Para la medicion de acidez titulable, se tomaron 15 mL de cada matraz, mediante titulacion
con NaOH 0.1N hasta el punto de viraje indicado por fenolftaleina al 1%, segin el método
descrito por Horwitz (2000). Haciendo uso de la ecuacion 8, se determind la acidez titulable,

la cual est4 expresada en porcentaje de acido acético.

. . £, . VNaoH *NNaoH *M .
Acidez titulable = % Acido acético = —= 2 ¢4 Ecuacion 8.

Vimuestra
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4.4.7. Medicion de grados Brix

Los °Brix se determinaron haciendo uso de un refractometro digital, se coloco
aproximadamente 200 puL de la muestra en el prisma (medidor de muestra), y se le dio leer,

para poder anotar el indice de refraccion mostrado, esta medicion se realizo por triplicado.

4.4.8. Calculo de parametros cinéticos

A continuacion, se muestra cada uno de los célculos de parametros cinéticos que se

emplearon con los datos que se obtuvieron del trabajo de investigacion:

4.4.8.1. Velocidad especifica de crecimiento

En el crecimiento microbiano el modelo logistico describe los cambios en la cantidad de
células que se da desde la concentracién inicial de biomasa hasta la concentracion maxima
del mismo. ElI modelo describe la relacion de la biomasa (X) con la concentracion inicial de
células (Xo), la concentracién maxima de células (Xmax) Yy la tasa de crecimiento especifico

(1) en momentos especificos (t).

La ecuacion del modelo logistico integrada (Ecuacion 9) se utilizo para modelar el proceso
de fermentacion y determinar la tasa de crecimiento especifico (u) ajustando los datos
experimentales correspondientes a las condiciones de operacion estudiadas. Este ajuste se

realiz6 empleando el solver en Excel.

X, (uxt) ..
X = XO exp Ecuacion 9.
1-(=2)(1—exp+D
Xmax

4.4.8.2. Rendimiento de biomasa
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Para calcular el rendimiento de biomasa Yx/s (g de biomasa /g de nutriente), se tomo6 como
referencia la ecuacion 10, descrita por Varilla, (2018):

Este pardmetro indica la eficiencia con la que el microorganismo convierte el nutriente en
biomasa, permitiendo cuantificar la cantidad de biomasa generada a partir del nutriente

consumido durante la fermentacion.

_ (Xr—Xy)
Yx/s B (Si—S¢)

Ecuacion 10.

Donde:

X~ Concentracion final de biomasa (gL!). Considerada a las 66 horas.
X~ Concentracion inicial de biomasa (gL™!). Considerada a partir del tiempo cero.
Si= Concentracion inicial de nutriente (gL™).

Sy= Concentracion final de nutriente (gL ™).

4.4.8.3. Rendimiento de producto

Segun lo descrito por Varilla, A. (2018), la ecuacidén 11, determina el rendimiento de
producto Ypss (g de producto / g de nutriente):

Este indice revela la eficacia con la que el microorganismo transforma el nutriente en
producto final durante el proceso de fermentacion, proporcionando informacion crucial sobre

la conversion del nutriente en el producto deseado.

V., = (Pfr—Py)

= Ecuacion 11.
/S ™ (s;-5 )

Donde:

Ps: Concentracion final de producto (gL!). Considerada a las 66 horas.
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Pi: Concentracién inicial de producto (gL™!). Considerada a partir del tiempo cero.

4.4.8.4. Productividad volumétrica

La productividad volumétrica se determind por medio de la ecuacion 12, ecuacion de
productividad volumétrica (Qp) (g de producto (etanol) / Litro * hora). Esta medida refleja
la eficiencia con la que se produce biomasa o producto en relacion con el volumen de medio
y el tiempo de cultivo, siendo fundamental para evaluar la eficacia de los procesos

fermentativos.

Qp = Pr=FPo Ecuacion 12.

- 1 X
(t+ﬁLn%)

Donde:

Op: Productividad volumétrica del producto

tr: Tiempo de fermentacion donde se alcanza la maxima concentracion de producto (h)

Pr: concentracion de producto maxima alcanzada en el tiempo tf (g/L). Considerada a las 66
horas.

PO: concentracion inicial del producto. Considerada en el tiempo cero.

X: Concentracion final de biomasa. Considerada a las 66 horas.

XO0: concentracion inicial de biomasa. Considerada en el tiempo cero.

u: velocidad de crecimiento
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 4, se presenta el crecimiento de biomasa y el consumo de sacarosa para cada una
de las condiciones evaluadas. Los resultados muestran que cuando se usaron 2 g/L de fosfato
diamonico se alcanzé un valor de 7.5 g/L de biomasa, siendo este el mayor valor alcanzado
en las condiciones evaluadas. Se observo que al incrementar la concentracion de fosfato
diamonico se incrementa la produccion de biomasa. Estos resultados sugieren que, bajo las
condiciones evaluadas, el incorporar el fosfato diamonico favorece la produccion de
biomasa. En otros estudios, se han evidenciado aumentos similares de biomasa, cuando han
aumentado la concentracion de fosfato diamdnico. Por ejemplo, Robles Calderon (2021),
reportd una concentracion de biomasa de 7.34 g/L, bajo condiciones enriquecidas con fosfato

diamoénico con 2 g/L (Robles Calderdn (2021); Gualtieri et al. (2007) y Blanco et al. (2019)).

En cuanto a los °Brix, el testigo representa las condiciones actuales bajo las cuales se
fermenta en la planta de etanol y al finalizar la fermentacion, se llega aproximadamente a 5
°Brix cuando solamente se utiliza sacarosa. Los resultados de la incorporacion de fosfato
diamonico en el medio evidencian que, cuando se agregan 2 g/L. de fosfato diamonico, los
°Brix descienden hasta un 3.4 %. La eficiencia del consumo de azlicar representa una ventaja
econdmica significativa, ya que optimiza el uso del azucar durante el proceso de
fermentacion, reduciendo las pérdidas y mejorando el rendimiento general. Otros estudios
han demostrado que el consumo de la fuente de nitrégeno estd asociada a una mejor
asimilacion de la fuente carbono (Badotti, F; Dario, MG; Alves, SL, et al. (2008) y Hawaz,
E; Tafesse, M; Tesfaye, A. et al. (2024)).
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Figura 4 Produccion de biomasa (Saccharomyces cerevisiae) en relacion con los °Brix

durante el tiempo de fermentacion.

En la figura 5, se muestra el % de etanol para cada una de las condiciones evaluadas con
fosfato diamonico durante las 66 horas de fermentacion. Se pudo observar que bajo las
condiciones de 1 g/ y 2 g/LL de fosfato diamoénico, se obtienen concentraciones de etanol
muy similares a las 66 horas de fermentacion, aproximadamente 11 %. Al comparar los
resultados de este trabajo con los reportados por Hernandez (2012), quien obtuvo una
produccion de etanol de 11,69 % a las 24 horas de fermentacion, cuando utilizé 5 g/L de
fosfato diamonico, se nota una diferencia importante. Esto resalta que, aunque los resultados
obtenidos en este trabajo, muestran concentraciones de etanol similares al cabo de 66 horas,
el uso de una concentracion mas alta de fosfato diamodnico, como la empleada por Hernandez,
puede mejorar la velocidad de produccion de etanol, obteniendo valores comparables en

menor tiempo.
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Figura 5 Porcentaje de etanol segtin al tiempo de fermentacion.

En la figura 6, se presentan los modelos de Luedeking-Piret, utilizados para determinar si la
fermentacion alcoholica estd o no asociada a la produccion de metabolitos primarios. La
figura 6.A, representa el testigo, la figura 6. B, el T1 (0.5 g/L), la figura 6.C, el T2 (1 g/L) y
la figura 6.D, representa el T3 (2 g/L). En todos los casos se muestra una linea recta y un
factor de correlacion 1, lo que indica que, son un metabolito primario, ya que estan

directamente asociadas con el crecimiento de la levadura y la produccion de etanol.
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Figura 6  Modelo de Luedeking-Piret utilizado para describir la produccion de etanol en

el testigo y las condiciones evaluadas.

En la figura 7, se presenta el porcentaje de viabilidad celular en funcion de las
concentraciones de etanol, bajo las condiciones evaluadas de fosfato diamoénico. Al inicio
de la fermentacidn, la viabilidad celular de todos los tratamientos comenzd entre 80 y 85 %.
Se pudo observar que el testigo y el T2 (1 g/L), fueron los que menos se vieron afectados por
el aumento de la concentracion de etanol, ya que su viabilidad celular se mantuvo mas o
menos constante, cercano al 85 %. Asimismo, se observd que, en las tres condiciones

evaluadas, la viabilidad celular disminuy6 una vez que se alcanzo6 un 8 % de etanol.
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Durante la fermentacion alcoholica, las células de levadura enfrentan un entorno estresante
por la caida del pH externo y la acumulacion de etanol, lo que afecta la viabilidad celular.
Estos factores alteran la membrana plasmatica y, junto con la falta de nutrientes puede
disminuir la viabilidad celular (Salmon, J. M y Ortiz-Julien, A. 2008). Un estudio reportado
por Alfenore et al. (2002) mostrd que, cuando la concentracién de etanol aumentaba de
aproximadamente 11 a 12 % v/v, la viabilidad celular disminuy¢ hasta alcanzar un valor final
del 30 %. De manera similar, en este trabajo se observé una disminucion en la viabilidad
celular, lo que podria atribuirse a las caracteristicas de la levadura Saccharomyces cerevisiae
utilizada, la cual esta destinada principalmente a la panificacién y no a la fermentacion
alcohdlica. Esto podria explicar por qué concentraciones de etanol alrededor del 8 %
afectaron el metabolismo celular en este estudio, mientras que en el trabajo de Alfenore et al.

la caida en la viabilidad ocurrié a concentraciones mas altas, cercanas al 12 %.
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Figura 7 Comparacion del porcentaje de viabilidad celular en funcion del porcentaje de
etanol.

En la figura 8, se muestra el pH en relacion al tiempo de fermentacion, bajo las condiciones
evaluadas. Se puede observar que el pH inicial en todas las condiciones fue cercano a 5.7.
Después de 12 horas de fermentacion, se observo una disminucion en el pH para todas las
condiciones. Sin embargo, al finalizar la fermentacion a las 66 horas todas las condiciones
evaluadas tuvieron un pH final cercano a 5.10. Aunque en todas las condiciones se observo
una disminucién de pH después de las 12 horas de fermentacion, los valores finales a las 66
horas todavia estaban dentro del rango de pH permitido para una fermentacién adecuada,

generalmente entre 4.5 y 6.5 (Reyes 2023).
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El descenso del pH en las condiciones evaluadas, puede ser explicado porque la disminucién
del pH durante el proceso se debe a la produccion de acidos, que se forman cuando los
nitrogenos de los aminodcidos pierden su caracter anfotero, resultando en una disminucion
gradual del pH (Aguilar et al. 2015). Asimismo, el fosfato diamdnico actia como un
regulador acido-base, ayudando a ajustar y estabilizar el pH del medio de fermentacion, por

lo que su adicion puede prevenir que el pH se vuelva demasiado acido o alcalino (Rojas

Sariol et al. 2011).
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Figura 8 Influencia del pH en relacion al tiempo de fermentacion
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En la figura 9, se muestra el porcentaje de acidez titulable en las condiciones evaluadas. Se
puede apreciar que, en todas las condiciones evaluadas, después de las seis horas de
fermentacion, se observd un incremento en el porcentaje de acidez, resaltando que el T3
(2g/L), fue el que presentd mayor porcentaje de acidez (9.3 %), al finalizar las 66 horas de
fermentacion. Este mayor incremento de acidez, coincidid con una de las menores
disminuciones en el pH. Comportamiento contrario que obtuvo el testigo, que fue el que

produjo menor cantidad de acidez (6.8 %).

El porcentaje de acidez reportado en este trabajo, puede compararse con el estudio realizado
por Valencia et al. (2019), aunque su investigacion se centra en la produccion de vino, ellos
consideran que la implementacion de fosfato diamonico durante la fermentacion, resulta en
un aumento significativo de la acidez, lo que indica que la adicion de nitrogeno a través del
fosfato diamonico, estimula tanto el crecimiento celular como la actividad metabolica de las
levaduras. Como consecuencia, se produce una mayor cantidad de compuestos volatiles y
acidos, especialmente cuando hay un exceso de nutrientes que favorecen la produccion écida.
En la fermentacion alcohdlica se producen &cidos orgéanicos volatiles (AOV) como
subproductos del proceso, entre estos compuestos se encuentran el dcido acético, propidnico,
butirico y valérico, los cuales se generan durante la conversion continua de los azlcares,

afectando la acidez del medio y el producto final (Correa Otero 2011).
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Figura 9 % de acidez titulable bajo diferentes concentraciones de DAP en relacion al

tiempo de fermentacion.

En la tabla 3, se presentan los parametros cinéticos obtenidos de los cultivos de S. cerevisiae,
realizados con diferentes concentraciones de fosfato diamoénico, durante las 66 horas de
fermentacion. Se puede observar que para la velocidad especifica de crecimiento (u), en los
tratamientos evaluados (T1, T2 y T3), no hubo diferencia significativa, con una velocidad
especifica de crecimiento cercana a 0.09 h™'. Las velocidades especificas calculadas en este
trabajo, son similares a las velocidades especificas reportadas por Aguilar, et al. (2015), quien
informa una velocidad de crecimiento de 0.09 h™'. Contrario al testigo, que mostré una

velocidad menor (0.06 h™"), que fue diferente en comparacion a las condiciones evaluadas.

Para el rendimiento de biomasa no se observan diferencias estadisticas entre el T1 (0.5 g/L)

y el T3 (2 g/L), con un rendimiento de biomasa cercano a 0.03 g L', sin embargo, si se
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muestran diferencias estadisticas para el T1(0.5 g/L) con un rendimiento de biomasa de 0.02
g L'y T2 (1 g/L) con un rendimiento de biomasa de 0.04 g L™'. Aunque el valor de las
medias para los tratamientos es similar, la prueba de Tukey toma en cuenta la desviacion
estandar, por tanto, indica una diferencia estadistica en los resultados. Los resultados en este
trabajo, son inferiores a los reportados por Robles Calderon (2021), quien reportd un
rendimiento de biomasa de 0.09 g L' cuando se us6 una concentracion de ADP de 1 g/L.

Lo que indica que aunque se hayan usado diferentes concentraciones de DAP su efecto sobre
el rendimiento de biomasa fue similar entre algunos de los tratamientos e incluyendo al

testigo.

Los resultados obtenidos para el rendimiento de producto (Y,s) muestran que no hay
diferencias significativas entre las condiciones evaluadas con un rendimiento de producto
cercano a 0.09 g L'. Estos resultados son inferiores a los reportados por Robles Calderon
(2021), quien reporté un rendimiento de producto de 0.32 g L™'. Contrario al testigo, que
mostro un rendimiento de producto menor (0.08 g L), que fue diferente en comparacion a

las condiciones evaluadas.

Finalmente, para la productividad volumétrica (Qp) no se muestran diferencias estadisticas
entre las diferentes condiciones evaluadas (T1, T2 y T3), con una productividad volumétrica
cercana a 1.17 g/L.h. Estos resultados son inferiores a los reportados por Rafael-Ayala y
Bejarano (2024), quienes usando DAP como fuente de nutriente, reportaron una
productividad volumétrica de 1.75 g/L.h. Contrario al testigo, que obtuvo una productividad
volumétrica menor (0.71 g/L.h), diferente en comparacion a las condiciones evaluadas. Lo
que indica que la adicion de fosfato diamonico en el medio tiene una influencia positiva en

la productividad volumétrica.
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Tabla 3 Parametros cinéticos calculados con cada una de las condiciones evaluadas.

Tratamiento u Yy/s Y,/s Qr
Testigo 0.06 +0.007 ® 0.03+0.001%®  0.08+0.009°>  0.71 £0.068°
T1 0.09+0.007*  0.02+£0.005¢  0.09+0.003*  1.08+0.005°
T2 0.09+0.007*  0.04+£0.000%  0.09+0.002 1.12+0.015 2
T3 0.08+0.000*  0.03+0.000%  0.09+0.002*? 1.17+£0.033 ®

Medias con letras en comun no son significativamente diferentes a partir de pruebas de

Tukey (p > 0.05). Testigo, T1 (0.5 g/L), T2 (1 g/L), T3 (2 g/L).
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VI. CONCLUSIONES

El estudio demostr6 que la adicion de diferentes concentraciones de fosfato diamdnico como
fuente de nitrogeno, mostraron tener un efecto positivo significativo en la produccion de
biomasa. Es decir que al aumentar las concentraciones de fosfato diamonico en el medio,
favorece al crecimiento celular. Por el contrario, en cuanto la producciéon de etanol el
incrementar la cantidad de fosfato de amonio a mas de 1 g/L, no mostré un efecto positivo

en la concentracion de etanol.

En cuanto a los parametros cinéticos, se demostrd que al incrementar la concentracion de
fosfato diamonico no hay un efecto sobre la velocidad especifica de crecimiento, el
rendimiento de producto y la productividad volumétrica. Por el contrario si se observo un
efecto sobre el rendimiento de biomasa en nutriente, resaltdindose que cuando se utilizé el T2

(1 g/L) se mejord el rendimiento de biomasa respecto al T1 (0.5 g/L) y T3 (2 g/L)



VII. RECOMENDACIONES

Para proximas investigaciones, se recomienda estudiar otros nutrientes en el medio como por

ejemplo la fuente de fosforo.

Se recomienda realizar el proceso de escalamiento a nivel industrial para hacer una traslacion

de escala.

Se recomienda hacer estudios de pH y temperaturas en la fermentacion alcohdlica.
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IX. ANEXOS

Anexos 1 Activacion de levadura

Materiales y equipo:

e Incubadora termostatica (BIOBASE)
e Matraz Erlenmeyer (500 ml)
e Balanza digital

e Levadura Saccharomyces cerevisiae (Fermipan)

Procedimiento:

e Esterilizar el volumen necesario del medio de cultivo en un matraz de 500 mL, para
la activacion de la levadura (170 mL, volumen necesario para inocular 10 mL a los
17 matraces y completar el volumen total de 150 mL).

e C(olocar el matraz (170 mL del medio) en la incubadora, durante 2 horas a una
temperatura de 30 °C, para estabilizar la temperatura, previo a la activacion.

e Sacar el matraz de la incubadora y pesar 5.1 g de levadura (cantidad calculada para
2550 mL, correspondiente a la conversion de 2 g/L) y agregarla en los 170 mL del
medio de cultivo (la levadura debe caer directamente en el medio).

e Colocar nuevamente el matraz en la incubadora, a temperatura de 30 °C, durante 15
min, para absorcion y activacion de la levadura en el medio.

e Transcurrido el tiempo de activacion (15 min), transfiera el 6.67 % de volumen (o lo

que tenga calculado) a cada matraz de trabajo (se completan los 150 mL vol total)



Figura 10 Levadura Activada

Anexos 2 Preparacion de solucion con tampon (buffer) de citrato a pH 5.70 y 0.1 M.

Reactivos

e Acido citrico (C6H807-H20).
e Citrato de sodio (Na3C6H507-2H20).
e Agua destilada.

Materiales

e Matraz aforadode 1 L.
e Beaker de 3000 mL.

e Varilla de agitacion
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e Pipetas volumétricas.

Equipos

e Balanza analitica.
e pH-metro.
e Agitador magnético.

e Guantes de laboratorio y gafas de seguridad.

Formula:

Para preparar 2.55 L de buffer pH 5.75y 0.1 M:

base

pH = pKa + log( )

acido

base
5.75 = 4.76 + log(

)

acido

base
0.94 = log <acid0)

base

=10%%% = 8.71
Acido

base + acido = 0.1 M
base = 8.71 — acido
8.71 x acido + acido = 0.1

9.71 *x acido = 0.1

Acido = 21 < 0.0103 M
eo=971~"

Base = 8.71 % 0.0103 = 0.0897 M



Calcular los moles y gramos
Acido citrico=Moles de acido = 0.0103M * 2.55 L = 0.02627 moles

192.15¢g

Gramos de acido = 0.02627 moles * T 5.05g

Citrato de sodio= Moles de base = 0.0897M * 2.55 L = 0.22874 moles

. 258.07g
Gramos de acido = 0.22874 moles * T 59.03g

Procedimiento:

e Pesar 5.05 g de &cido citrico y 59.03 g de citrato de sodio utilizando una balanza
analitica.

e Disuelva el cido citrico en aproximadamente 400 mL de agua destilada estéril en un
vaso de precipitados de 500 mL, utilizando una varilla de agitacion.

e Afiada el citrato de sodio a la solucion de &cido citrico y continle agitando hasta que
todos los solidos se disuelvan completamente.

e Transfiera la solucion al vaso de precipitados con agua destilada estéril y afiadalos al
matraz aforado, completando el volumen hasta 2.55 L con agua destilada estéril.

e Verifique el pH de la solucion utilizando un pH-metro. Si es necesario, ajuste el pH
afiadiendo pequefias cantidades de acido citrico si necesita bajar el pH o citrato de

sodio si necesita subir el pH, segun sea necesario.
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Anexos 3 Determinacion de biomasa por espectrofotometria y peso seco.

Materiales:

Matraz Erlenmeyer (250 mL)

e Tubos de ensayo

e Capachos de aluminio (crisoles)
e Agua destilada

e Cloruro de sodio (NaCl) al 1M

Equipos:
e Espectrofotometro
e Centrifuga

e Balanza digital

e Homo

Procedimiento:
Por espectrofotometria
e Se toma un volumen menor o igual a 700 uL de caldo de cultivo y se diluye entre
5.7,6.7, 8.5, 10, 16, 19 y 40 veces con agua destilada.

e Se mide la absorbancia a 600 nm usando como blanco agua destilada.

e El valor obtenido de absorbancia se extrapola en la curva de calibrado de biomasa.

Por peso seco:
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e Setoman 10 mL del caldo de cultivo y se le agrega 1 mL de NaCl 1M

e Se centrifuga a 12,000 rpm durante 10 min.

e El pellet de biomasa se resuspende en 10 mL de agua destilada y es centrifugado
nuevamente (este paso se repite 2 veces).

e Elpellet obtenido se deposita en capachos de aluminio (o crisol) previamente secados
a 80 °C hasta peso contante y pesado.

e Por diferencia del peso del capacho (o crisol) antes de colocar la muestra y luego de
secar la muestra a 80 °C hasta peso constante y considerando el volumen de 10 mL

se obtiene la concentracion celular.

Curva de calibrado de biomasa

La curva de calibrado de biomasa se construye de la siguiente manera:

e Se realiza un cultivo de Saccharomyces cerevisiae en matraces Erlenmeyer de 250
mL a 150 rpm y 30 °C asegurando obtener células en etapa de crecimiento (aprox.
16 a 24 h).

e Setoman 10 mL del caldo de cultivo (por duplicado), y se le adiciona 1 mL de NaCl
al IM. Por mientras se procesa la muestra, el matraz con el cultivo de S. cerevisiae
se deja en temperaturas de refrigeracion para evitar crecimiento.

e Se centrifugan los 10 mL con el mL de NaCl, en una centrifuga a 12,000 rpm, durante
10 min.

e El pellet de biomasa se resuspende en 10 mL de agua destilada y es centrifugado
nuevamente (este paso se repite 2 veces).

e Se secan los capachos de aluminio en un horno a 80 °C, hasta obtener un peso
constante (deben estar pesados, para realizar la diferencia del capacho con la

muestra).
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El pellet obtenido de la segunda centrifugacion (10 mL), se deposita en los capachos
de aluminio (previamente secados) y se toma el peso inicial antes de llevarlo
nuevamente al horno (80 °C).

Se toma el peso cada dos horas, hasta obtener un peso constante.

Al tener el peso constante de biomasa, se toman todos los pesos obtenidos, y se les
resta el peso del capacho. Valores que seran procesados para la realizacion de la
curva de calibrado.

Se preparan diluciones del caldo de cultivo de S cerevisiae entre: 5.7, 6.7, 8.5, 10,
16, 19 y 40 veces con agua destilada, de modo que se tenga un volumen final de 4
mL.

Al tener las diluciones, se procede a medir la absorbancia en el espectrofotometro a
600 nm, usando como blanco agua destilada.

Para realizar la curva de calibrado, la absorbancia debe de estar entre 0.1 y 0.9.

Con los datos obtenidos del peso seco y la absorbancia se grafican los datos para
obtener la curva de calibrado.

En el eje x, se grafica la concentracion de biomasa y en el eje y, la absorbancia

medida en el espectrofotometro.
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Figura 11 Curva de calibrado de biomasa

Anexos 4 Protocolo para determinacion de etanol

Reactivos:

Agua destilada
Alcohol (70%)
Dicromato de potasio (95-98 % en polvo)

Acido sulftirico liquido a una concentracion de 98%

Materiales y equipos:

Frasco de vidrio (500 ml)
Probeta (100 ml)

Tubos de ensayo

0.600
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e Papel aluminio
e Espectrofotometro

e (Centrifuga

Procedimiento

Preparacién de Soluciones

1. Se prepara la solucion de dicromato de potasio al 0.1 M, para ello se hace lo siguiente:

e Pesar 7.5 g de dicromato de potasio al 95-98% (K2Cr20»).
e Disolver el dicromato de potasio en agua destilada hasta completar un volumen de
250 ml.

2. Solucidén de 4cido sulfurico al 5 M:

e Medir 26.7 mL de &cido sulfurico concentrado al 98%(H.SOs).
e Verter el acido sulfurico y completar con agua destilada hasta un volumen final de
100 mL.

3. Mezcla de soluciones:

e Agregar lentamente la solucion de acido sulfarico al 5 M en el recipiente que contiene
la solucion de dicromato de potasio al 0.1 M.

e Agitar vigorosamente durante la adicién para homogeneizar la mezcla.
Procedimiento Experimental:

Se prepararon 7 patrones de etanol a partir de disoluciones al 0.5%, 1%, 1.4%, 2%, 3%, 3.5%
y 4% de etanol en volumen con agua destilada. Para la preparacion de las disoluciones se

afiaden diferentes pL de etanol al 70 % v/v respectivamente, hasta completar un volumen
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final de 50 mL con agua destilada. Los volimenes a afiadir para la concentracion de diferentes
porcentajes de etanol, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 Concentraciéon de volumenes para la preparacion de diferentes

concentraciones de etanol

Etanol Etanol (ml) Agua destilada (ml)
0.5% 0.4 49.6
1% 0.7 49.3
1.4% 1.0 49.0
2% 1.4 48.6
3% 2.1 47.9
3.5% 2.5 47.5
4% 2.9 47.1

4. Curva de calibrado

La curva de calibrado de etanol se construye de la siguiente manera:

e Setoman 3 ml de la solucion oxidativa de dicromato de potasio y se adicionan en los
diferentes tubos.

e Se agrega 300 puL de cada una de las diluciones de etanol a los tubos
correspondientes.

e Se centrifuga a 3600 rpm durante 5 minutos.

e Se tapan herméticamente los tubos de ensayo.

e Sedejan reposar a temperatura ambiente por 30 minutos, si hay cambio de coloracién
volver a realizar (figura 12)

e Se mide la absorbancia a 590 nm usando como blanco la solucién de la reaccion
oxidativa con agua destilada.

e El valor obtenido de la absorbancia se extrapola en la curva de calibrado de etanol.
60



En la figura 12, se muestran las soluciones oxidativas con diferentes porcentajes de etanol,
si después de dejarlas en reposo (30 min.) hay un cambio de coloracion (verdoso a azul), esto
se debe a concentraciones altas de etanol (4.5 %), por lo que para poder medir la absorbancia,
la coloracion debe de estar tal como se muestra en la Fig. 12 (4); por lo que este método es

Unicamente eficiente para diluciones bajas de etanol, tal como lo comprob6 Gonzales (2013).

Figura1l2 Solucion oxidativa con diferentes porcentajes de etanol.

Finalmente se realiz6 la curva de calibrado para las diluciones (bajas), a una longitud de onda
especifica de 590 nm; estas diluciones arrojaron resultados confiables como se puede

observar en la figura 13, obteniendo una R2 de 0.9754.
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Figura 13 Curva de calibracion para concentraciones bajas de etanol (0.5-4 %)

Ejemplo de célculo

Datos:

Promedio de indice de absorbancia=0.0065
FD=10

Intercepto ecuacion:0.007

Pendiente ecuacion: 0.054

0.065 — 0.054
= *
0.007

X=1571%v/v

10
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Anexos 5 Preparacion de Cloruro de Sodio (NaCl)

Materiales y equipos:

Cloruro de sodio (NaCl)

Agua destilada

Vaso medidor o matraz aforado de 1 L
Pipeta

Centrifuga

Tubos de centrifugacion

Medio de cultivo celular fermentado (caldo fermentado)

Preparacion de NaCl a 0.1 M:

La molaridad de NaCl (M) se calcula usando su peso molecular (58.44 g/mol).

Para preparar 1 L de solucion de NaCl a 0.1 M:

Pesar 5.844 g de NaCl.

Disolver la sal en un vaso medidor con aproximadamente 800 mL de agua destilada.
Completar el volumen a 1 L con agua destilada.

Mezclar bien hasta que el NaCl se disuelva completamente.

Remocion del sobrenadante del medio de cultivo:

Se toma 5 mL de medio de cultivo fermentado en un tubo de centrifugacion.
Se afiaden 500 puL de la solucion de NaCl a 0.1 M preparada previamente al tubo con

el caldo fermentado.

El tubo se coloca en la centrifuga y se centrifuga a 3600 rpm durante 20 minutos.
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Tras la centrifugacion, se retira cuidadosamente el sobrenadante y se vierte en otro
tubo de centrifugacion, el precipitado final se descarta.

Después de retirar el sobrenadante, el precipitado restante se descarta y el volumen
original del sobrenadante se vuelve a centrifugar.

El proceso de centrifugacion a 3600 rpm durante 20 minutos se repite nuevamente.
El sobrenadante tiene que quedar transparente, sin ninguna suspension celular, de lo

contrario volver a repetir la centrifugacion.

Anexos 6 Protocolo para determinacion de viabilidad celular.

Materiales y equipos:

Cémara de Neubauer
Azul de metileno
Tubos de ensayo
Pipeta

Microscopio

Procedimiento:

Se prepara diluciones del caldo de cultivo entre: 5.7, 6.7, 8.5, 10, 16, 19 y 40 veces
con agua destilada (el FD varia dependiendo el tiempo de fermentacion), de modo
que se tenga un volumen final de 1 mL.

El azul de metileno se prepara diluyendo la solucidn original a una concentracion de
1:10 con agua destilada.

Se toma el mL de la dilucion del caldo de cultivo y se mezclan con 400 pL de la

dilucion de azul de metileno.
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e Después de preparar la mezcla de células con azul de metileno, se esperan 3 min.

e Se pipetea cuidadosamente 10 pL de la mezcla (dilucion células y azul de metileno)
sobre la camara de Neubauer, cubriendo, toda el area del reticulado sin sobrellenar.

e Se coloca la camara de Neubauer en el microscopio y se realiza la observacion con
el lente de 40X.

e Para el recuento de las células, se seleccionan los cuatro cuadrantes de los extremos
de la cdmara de Neubauer mejorada.

e En cada extremo de la caAmara de Neubauer se realiza el conteo de células tefiidas y
no tenidas

e Las células viables permanecen sin tefiir, mientras que las no viables se tifien de azul,
tal como se muestra en la figura 14.

e El recuento se hace en cuatro areas cuadradas de 1 mm? de la camara (los ultimos

cuatro extremos), anotando por separado las células tefiidas y las no tefiidas.

Figura 14 Células viables y no viables en uno de los cuadrantes de la camara de

Neubauer.

65



