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Glosario

Agroindustria: Actividad econdmica que se dedica a la produccion y procesamiento de
productos agricolas.

Biomasa residual: Material organico resultante de procesos productivos o agricolas que no tiene
un uso directo y se considera como desecho.

Café: Producto agricola obtenido de los frutos de la planta Coffea.

Levaduras: Microorganismos unicelulares pertenecientes al reino de los hongos, utilizados en
diversos procesos biotecnoldgicos y alimentarios.

Medio de cultivo: Sustancia o combinacion de sustancias donde se cultivan microorganismos
para su crecimiento y estudio.

Mosto del Café: Es un liquido resultante de la fermentacion del mucilago o pulpa de café. El
mucilago es la capa pegajosa que envuelve los granos dentro de la cereza de café

Obtencion de acidos nucleicos: Proceso de extraccion y purificacion de acidos nucleicos, como
ADN y ARN, a partir de una fuente de intereés.

Palma: Planta de la familia de las Arecaceas utilizada principalmente por sus frutos y aceites.
POME: Es el acrénimo de "Palm Oil Mill Effluent” en inglés o "Efluente de la Palma de Aceite"
en espafiol. Se refiere al residuo liquido que se genera durante el proceso de extraccion y
produccion de aceite de palma.

Saccharomyces cerevisiae: Especie de levadura ampliamente utilizada en la industria

alimentaria y en investigaciones cientificas debido a sus propiedades fermentativas.
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Resumen

Titulo: Uso de biomasa residual de la agroindustria de café y palma como medio de cultivo para
obtencidn de &cidos nucleicos a partir de levaduras Saccharomyces cerevisiae”
Autor: Juliana Valentina Galvis Pérez y Britney Dayanne Ramirez Carrefio 2"

Palabras Clave: Acidos nucleicos, biomasa residual, saccharomyces cerevisiae

Descripcion: La produccion de café contribuye con un 3.3% al Producto Interno Bruto (PIB)
nacional, generando entre 0.155 y 0.22 m3 de mosto por tonelada procesada, mientras que el cultivo
de palma aporta un 11% al PIB, dejando de 0.8 a 1.0 m?3 de efluente liquido (POME) por cada
tonelada de racimos de frutos frescos procesados. En la busqueda de aportar al conocimiento y
fomentar el uso circular de estos residuos, este proyecto se planted con el objetivo de obtener
acidos nucleicos mediante la levadura Saccharomyces cerevisiae, utilizando la biomasa residual
agroindustrial del aceite de palma y del café como medio de cultivo.

El trabajo inici6 con la recoleccidén de muestras en 2023, las cuales fueron sometidas a analisis en
laboratorio para la cuantificacion de proteinas totales mediante el método Bradford, de azlcares
totales utilizando la técnica fenol-acido sulfurico y de nitrdgeno total a través del método Kjeldahl.
Posteriormente, se determinaron las condiciones 6ptimas de crecimiento de las levaduras mediante
un disefio experimental que evalu6 distintas concentraciones de POME y mosto de café.

Los resultados mostraron fluctuaciones en el pH del mosto, que inici6 en 4.43 y alcanz6 un maximo
de 4.85, antes de descender a 4.14. En cuanto a la cuantificacion de proteinas, el porcentaje inicial
fue de 0.0779 g proteina/g de muestra, con variaciones en el transcurso del tiempo, destacando un
valor final de 0.0511 g proteina/g de muestra a las 22 horas. Este andlisis subraya la influencia de
las condiciones de fermentacion en las propiedades quimicas del mosto, lo que es crucial para
optimizar procesos industriales.

Este estudio no solo proporciona una base solida para el aprovechamiento eficiente de
subproductos agricolas, sino que también promueve un enfoque mas sostenible en la produccion
y gestion de residuos en la industria quimica.

¥ Trabajo de Grado

2*" Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Quimica. Director: Stelia Carolina Méndez
Sanchez.PhD. Codirector: Diana Lizeth Urbina Duitama. MSc.

3
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Abstract

Title: Use of residual biomass from the coffee and palm agro-industry as a growing medium**
Author(s): Juliana Valentina Galvis Pérez y Britney Dayanne Ramirez Carrefio °

Key Words: Nucleic acids, residual biomass, must, POME, Saccharomyces cerevisiae

Description: Coffee production contributes 3.3% to the national Gross Domestic Product (GDP),
generating between 0.155 and 0.22 m3 of must per ton processed, while palm cultivation
contributes 11% to the GDP, leaving 0.8 to 1.0 m? of liquid effluent (POME) for every ton of fresh
fruit bunches processed. In the pursuit of enhancing knowledge and promoting the circular use of
these residues, this project aimed to obtain nucleic acids using Saccharomyces cerevisiae, utilizing
the agro-industrial residual biomass from palm oil and coffee as a growth medium.

The work began with the collection of samples in 2023, which were subjected to laboratory
analysis for total protein quantification using the Bradford method, total sugar quantification using
the phenol-sulfuric acid technique, and total nitrogen quantification through the Kjeldahl method.
Subsequently, the optimal growth conditions for the yeast were determined through an
experimental design that evaluated different concentrations of POME and coffee must.

The results showed fluctuations in the pH of the must, which started at 4.43 and peaked at 4.85
before declining to 4.14. Regarding protein quantification, the initial percentage was 0.0779 g
protein/g of sample, with variations over time, highlighting a final value of 0.0511 g protein/g of
sample at 22 hours. This analysis underscores the influence of fermentation conditions on the
chemical properties of the must, which is crucial for optimizing industrial processes.

This study not only provides a solid foundation for the efficient utilization of agricultural by-
products but also promotes a more sustainable approach to waste production and management in
the chemical industry.

4" Bachelor Thesis
®Faculty of Sciences. School of Chemistry. Chemistry. Director: Stelia Carolina Méndez
Sénchez, PhD. Co-director: Diana Lizeth Urbina Duitama, MSc
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Introduccion

Colombia es un pais que emplea como fuente de desarrollo la produccion agroindustrial,
donde se generan residuos, los cuales son parte del resultado de los procesos de produccion,
transformacion y comercializacion de productos agricolas y pecuarios (Pérez et al., 2023). Estos
residuos representan un desafio para el pais, porque su manejo inadecuado puede generar
problemas ambientales, como contaminacion del suelo y el agua, asi como emisiones de gases de
efecto invernadero (Escobal & Garro, 2020). Este proyecto desarroll6 un estudio enfocado en
aprovechar residuos de los cultivos de café y de palma de aceite, como medio de cultivo para el
crecimiento de Sacharomyces cerevisiae, y a su vez emplear este hongo como una fuente para la
obtencidn de &cidos nucleicos.

Colombia es uno de los principales productores de aceite de palma, esta ubicado en el
cuarto lugar a nivel mundial, con un aporte del 2% (Potter, 2020). La produccion en el
departamento de Santander aport6 alrededor de 10.450 toneladas en el afio 2021. Sin embargo, la
produccion de aceite de palma genera residuos que deben ser gestionados adecuadamente para
prevenir impactos negativos en el medio ambiente. Uno de los residuos mas importantes
generados por esta industria es el POME (del inglés “Palm Oil Mill Effluent”) el cual proviene
de la clarificacién del aceite de palma, después de retirar el agua y las impurezas lodosas, este
liquido contiene materia organica, nutrientes y compuestos téxicos (Minagricultura, 2014). A
pesar de estos residuos se consideran como desechos, existen iniciativas para darle valor
agregado. Por ejemplo, el tratamiento del POME para obtener biogas es una opcion atractiva, ya
que puede utilizarse como fuente de energia renovable y reducir la carga contaminante del

residuo, también el POME puede emplearse para obtener fertilizantes, ya que los nutrientes
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extraidos pueden ser utilizados en la agricultura y silvicultura (Diaz, 2022). Incluso el POME
puede utilizarse como materia prima para la produccién de bioplasticos y bioquimicos, lo que
genera una fuente adicional de ingresos para las empresas productoras de palma (Mesa, 2012) y
posiblemente una disminucién en su impacto ambiental. A partir del POME, es posible producir
diversos quimicos como acidos organicos (acido acético, &cido lactico, &cido citrico), enzimas
atiles en la industria alimentaria y de detergentes, biopolimeros biodegradables como el
polihidroxialcanoato (PHA), y alcoholes como etanol (Garritano, 2018). Existen diferentes
métodos para la produccién de quimicos a partir de POME, algunos de los cuales incluyen la
fermentacidén microbiana, la extraccion y purificacion de compuestos especificos, y la hidrdlisis
enzimatica. En el caso de la fermentacion microbiana, se utilizan microorganismos como
bacterias o levaduras para descomponer los componentes organicos presentes en el POME y
producir quimicos como &cidos grasos volatiles, etanol, metanol o acido lactico. Estos quimicos
pueden tener diversas aplicaciones, como la produccién de bioplasticos, biogas o productos
quimicos Said et al. (2022).

Por otra parte, Colombia es uno de los mayores productores de café, en el afio 2020 se
produjeron aproximadamente 834.000 toneladas de café seglin datos del Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica (DANE) de Colombia. EI departamento de Santander
contribuyo significativamente a la produccién nacional de café con alrededor de 32.340
toneladas. Durante la produccion de café se generan varios residuos como la cascarilla de café y
las aguas residuales, como el mosto que es un subproducto generado durante el proceso de
fermentacion del café (DANE - Historico actualidad DANE, 2017). Una de las técnicas
utilizadas para minimizar el impacto ambiental del mosto es la biodigestion, que transforma el

residuo en biogas y biofertilizante (Mirén et al., 2021). El biogas generado puede ser utilizado
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como fuente de energia renovable, mientras que el biofertilizante puede ser utilizado como abono
orgénico en las plantaciones de café (Mahmoud et al., 2022). Otra oportunidad para agregar
valor a los residuos generados durante la produccion de café es comercializarlos al utilizar el
mosto como materia prima para la produccion de bebidas fermentadas, como el vino de café o la
chicha de café, también se puede utilizar el mosto como ingrediente para la produccion de
cosméticos y productos de cuidado personal, esto al contener antioxidantes y otros nutrientes
beneficiosos para la piel y el cabello (Mufioz et al., 2013).

En el contexto de la industria del aceite de palmay el café, la bisqueda de alternativas
para aprovechar los residuos generados se ha convertido en un area clave de investigaciéon. Una
propuesta interesante implica el uso de microorganismos capaces de aprovechar los nutrientes
presentes en estos residuos, como medio de cultivo, y estos microorganismos sirven como una
fuente para la obtencion de nucle6tidos. Estas biomoléculas son fundamentales en diversas
aplicaciones de biologia molecular, como las pruebas PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa), RAPD (Amplificacion Aleatoria de ADN Polimorfico) y NGS (Secuenciacion de
Proxima Generacion). La obtencion de nucleétidos a partir de estos residuos representa un
enfoque biotecnoldgico innovador, y a su vez, contribuye significativamente al desarrollo de
técnicas avanzadas en genética y biologia molecular. Este enfoque tiene como objetivo no solo
reducir el impacto ambiental de los residuos industriales de café y palma, sino también entender
cdmo sus caracteristicas especificas influyen en la eficiencia de su uso como sustrato para
Saccharomyces cerevisiae. En particular, se busca identificar qué factores limitan el medio de
crecimiento y realizar una comparacion entre el medio de mosto y POME. Bajo esta premisa,
este trabajo de grado propone evaluar las condiciones Optimas para maximizar el crecimiento de

biomasa de levadura y la extraccion de acidos nucleicos.
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1 Objetivos

1.1 Objetivo General

Obtener &cidos nucleicos a partir de Saccharomyces cerevisiae, aprovechando los
residuos de la produccién de café y aceite de palma como un medio de cultivo.
1.2 Obijetivos Especificos

Establecer condiciones 6ptimas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, empleando
residuos de la industria de palma y de café como medio de cultivo.

Correlacionar el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en el medio de cultivo con la

cantidad de acidos nucleicos aislados.
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2 Marco Referencial

2.1 Marco Teorico
2.1.1 Agroindustria del Aceite de Palma

La palma africana es una planta tropical tipica de clima célido originaria de las regiones
occidental y central del continente africano, especialmente del Golfo de Guinea, de ahi el nombre
cientifico Elaeis guineensis Jacq, y se ha utilizado para la obtencién de aceite desde la
antiguedad. Produce dos tipos de aceites que son; aceite de frutas, que se comercializan como
aceite de cocina, margarina, crema, etc y aceite de semilla. Y los aceites industriales, que se
utilizan para fabricar cosméticos, jabones, detergentes, velas, lubricantes, etc
(Wattanapenpaiboon & Wahlgvist, 2003). En Colombia se producen 470.946 toneladas de fruto
y 101.512 toneladas de aceite de palma al afio, en donde Santander aporta el 14% de la
produccion nacional. Las etapas de produccion del aceite de palma se dividen en 6 etapas, las
cuales se presentan en la Figura 1 y se describen a continuacion:

Recepcion de la fruta

Esterilizacion: Es la etapa mas importante del proceso de extraccién; se lleva a cabo,
generalmente sometiendo los racimos de fruto fresco a la accion de vapor de agua en recipientes
cilindricos (autoclaves), donde los factores principales son el tiempo de coccién y la temperatura,
dependiendo del tamafio de los racimos y del grado de madurez de los mismos, esta es una de las

fases del proceso que genera mayor cantidad de efluentes (POME).
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Figural

Diagrama de Flujo esquematico de una planta extractora de aceite de palma.

Recepcion £ i 4 Desfrutamiento
P Esterilizacion del Raauis Prensado
del fruto 9
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—_—
A e
' ‘/ '
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oxidacion

Desfrutado: Es la separacién mecanica de los frutos presentes en los racimos mediante
un tambor desfrutador rotatorio. La fruta esterilizada es llevada a este, la separacion de los frutos
de los raquis o también llamada tusa subproducto de la extraccion primaria de aceite de palma
(Instituto Colombiano Agropecuario, 2016).

Prensado: Comprende en primer lugar la digestién que consiste en macerar la fruta a una
temperatura de 90°C. En segundo lugar, el prensado, donde se extrae mecanicamente por presion
el aceite contenido en el mesocarpio de la fruta, requiere adicionar agua caliente con el fin de
ayudar a arrastrar el aceite y mantener la 8 temperatura constante hasta la clarificacion. De esta
etapa se originan dos corrientes, una liquida que pasa a clarificacion y una sélida que pasa al

desfibrado.
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Clarificacién: Consiste en retirar el agua y las impurezas lodosas del aceite, mediante el
filtrado, la decantacién y centrifugacion, buscando alcanzar altos rendimientos de aceite crudo
con un minimo de impurezas, al finalizar el proceso se obtiene un efluente de lodos residuales
(POME).

Almacenamiento: Una vez que el aceite alcanza los niveles de pureza requerido es
enviado a los tanques de almacenamiento y se obtiene un efluente de sedimentos (POME) (Pefia
& Lara, 2022).

En Colombia, después del proceso de extraccion de aceite de palma se generan como
residuos, aproximadamente 20 kg de lodo seco, 220 kg de racimos vacios y entre 0,8 — 1,0 m3 de
efluente liquido por cada tonelada de racimos de frutos frescos procesado (Cortés G. et al.,
2006). EI POME no es tdxico, pero si es de naturaleza acida con un pH que oscilaentre 4y 5
(Althausen, 2015), tiene una apariencia espesa, de color marrén y consta de 95 a 96 % de agua, 4
a 5 % de sélidos totales, incluido 2 a 4 % de sélidos en suspension, tiene un 9 alto contenido de
nutrientes o minerales esenciales como K, N, Mg, Ca, P, Fe, B, Zn, Mn, Cu que favorecen el
crecimiento de las plantas y de 0,6 a 0,7 % de aceite y grasa (Ng et al., 2016).

Alternativas de aprovechamiento del POME

El POME se ha usado para la generacion de biogés, este tiene un potencial para generar
entre 25 y 35 m3 de biogas 0 150-210 kWh de energia por medio de procesos de digestion
anaerobia (Althausen, 2015). En un estudio reciente se utilizaron microalgas para producir
biocombustibles (biometano, biohidrégeno y bioetanol), las microalgas tienen potencial en el
tratamiento de POME, ya que es uno de los lugares méas adecuados para el crecimiento de
microalgas, porque tiene todos los elementos necesarios para que crezcan, que son luz, dioxido

de carbono, nutrientes, agua y fosforo, ademas se pueden utilizar para eliminar los metales
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pesados presentes en POME (Betancur & Hernandez, 2018). La calidad de la materia prima de
biodiesel a partir de la conversion de microalgas se basa en su alto contenido de biomasa,
productividad de lipidos y composiciones adecuadas de &cidos grasos (Montero et al., 2012).
Una de las especies de microalgas Chlorella es la m&s comun que se ha utilizado para el
tratamiento de POME, que es de gran interés para la produccion de materia prima de biodiesel
debido a la capacidad de acumular una gran cantidad de lipidos bajo estrés (Low et al., 2021).
El efluente liquido de aceite de palma se utiliza también en la produccién biol6gica de
hidrégeno mediante fermentacion oscura. En la literatura se reporté el uso de dos consorcios
microbianos y un cultivo puro de Clostridium beijerinckii que es una bacteria gram-positiva, y se
cultivaron anaerébicamente en POME crudo, diluido e hidrolizado para comparar los
rendimientos de produccion de biohidrégeno en los tres medios, en donde el mayor rendimiento
de H2 se obtuvo con la bacteria gram positiva Clostridium beijerinckii. Se concluy6 que POME
tiene un potencial productor de hidrégeno en varias formas crudo, diluido e hidrolizado y puede
incrementarse no sélo con la adicion de sacarosa sino también con otros azlcares (Rosa et al.,
2020). El efluente de aceite de palma (POME) ha sido empleado como medio de cultivo 6ptimo
para lograr el méximo crecimiento de Hemianthus callitrichoides (es una planta acuatica
ornamental que podria usarse para la fitorremediacion y la decoracién de acuarios),
aprovechando el POME como fuente de carbono y nutrientes 10 como amoniaco, nitrato y
fosfato. El indice de crecimiento medio del explante cultivado en medios Murashige y Skoog
(MS), de concentracion total de POME tuvo un valor de 7,34 + 0,17 g/g. El POME de 50% de
concentracion registré un indice de crecimiento maximo de 3,92 + 0,37 g/g (gramo de H.
callitrichoides por gramo de medio). Como resultado para el medio se utiliz6 50% de la

concentracion de POME con un suplemento de medios MS de fuerza completa para lograr un
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mayor indice de crecimiento de Hemianthus callitrichoides el cual fue de 8,46 + 0,49 g/g siendo
superior a los dos medios por separados (Ng et al., 2016).
2.1.2 Agroindustria del Café

Los paises que tienen una mayor produccion de café son aquellos que se encuentran
ubicados en los tropicos, esto es debido a que el café requiere de un clima célido con alto nivel
de humedad (Iglesias, 2018). De las 30 especies del género Coffea, solo tres son significativas:
café arabica, canephoray liberica. (Gualtieri A et al., 2007).
Figura 2

Esquema del proceso de produccién de café
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Entre enero y marzo del afio 2022 se produjeron mas de 3,2 millones de sacos a nivel de

Colombia (Federacion Nacional de Cafeteros, 2021), por otro lado, en Santander hay 53,017
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hectéreas de café en 75 municipios, produciendo 695.000 sacos por afio, lo que posiciona a
Santander como el sexto departamento en &rea y séptimo en produccion a nivel nacional («Café
de Santander», 2020).

Las etapas de produccion del café se dividen en 4 las cuales se presentan en la Figura 2 'y
son:

Plantacion: Es la primera etapa y méas importante para producir café, ya que marca el
inicio del ciclo que va de la siembra de la semilla hasta el crecimiento de la planta. Se puede
realizar la plantacion al sol o a la sombra, en funcidn de las necesidades. Una vez plantado el
cafeto, se debe esperar entre 3 y 4 afios para producir la primera cosecha. Posteriormente, cada
planta vivira aproximadamente 20 afios (Arabo, 2021).

Cosecha: la cosecha se produce de forma anual cuando las cerezas del café alcanzan la
maduracion. Existen dos formas métodos para realizarla:

Manual: es el proceso que se efectlia de forma manual y en plena fase de madurez,
dejando aquellas plantas que ain se encuentran verdes.

Mecénica: es el proceso que se efectla de forma industrial, es decir, mecéanica. En este
caso, las bayas que se recogen presentan diferentes grados de maduracion, por lo que se debera
efectuar una revision posterior de aquellas que no han alcanzado la madurez (Almirall Ramirez,
2022).

Despulpado o procesamiento: una vez terminada la cosecha, se eliminan todos los
residuos y se procede a quitar las capas que envuelven los granos de café, para obtener el café
limpio o verde. Una vez finalizado el proceso, se clasifica el producto obtenido mediante

diferentes criterios. La fermentacion puede durar entre 12 y 18 horas, dependiendo de las
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siguientes variables: la temperatura del lugar, la altura de la masa de café en el tanque de
fermentacion, el uso de agua, el grado de madurez del café. (Arabo, 2021).

Secado: después de Despulpado los granos se lavan y se llevan a secar por
aproximadamente 20 dias en donde los granos se mueven regularmente para que todos se sequen
por igual.

Tueste: en esta fase, el producto adquiere el sabor y aroma por el que reconocemos
nuestra taza de café, mediante el procesamiento del grano en hornos. Gracias a ello, se consigue
aumentar el tamafio del mismo, reducir su cafeina, perder la humedad y adquirir el color tostado
tipico que caracteriza el cafe (Almirall, 2022).

A nivel mundial los residuos de la agroindustria cafetera se han estimado en 22 millones
de toneladas de pulpa de café, 8,6 millones de toneladas de mosto y 2,4 millones toneladas de
pergamino, esta cantidad de residuos es correspondiente a la generada en un afio en todo el
mundo. Estos datos fluctdan anualmente de acuerdo con las variaciones en la produccion
agricola y las técnicas de procesamiento que se utilizan. EI mosto es del 15,5 al 22% del peso del
fruto maduro, ademas posee un pH en café maduro de 5,6 a 5,75, una estructura rica en azlcares
y pectinas que cubren el endospermo de la semilla'y mide 0,4 mm de espesor, estd compuesto
por agua (84,2%), proteina (8,9%), azlcar (4,1%), sustancia pécticas (0,91%) y ceniza (0,7%)
(Castro & Garzon, 2019).

Alternativas de aprovechamiento del mosto de café

Se han realizado varios estudios sobre los posibles usos del mosto de café como materia
prima en la produccion de etanol, pectinas, alimentacion animal, se utiliza en Industria cosmética
y farmacéutica por sus propiedades formadoras de soluciones viscosas, se considera un

demulcente, por lo que se puede utilizar en ciertas formulaciones, el objetivo es proteger la
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mucosa del intestino, el estbmago y bronquios (Samayoa Toledo et al., 2014). Por la
composicion microbiana y quimica, el mosto se fermenta en forma natural en las condiciones
ambientales de las zonas cafeteras que presentan temperaturas que pueden variar entre el diay la
noche de 12 a 34°C.

En 2011, Rios & Puerta caracterizaron la composicidén quimica mosto de café,
dependiendo del tiempo de fermentacion y refrigeracion, para lo cual cuantificaron agua,
cenizas, lipidos, proteina, azUcar total, azlcar, aporte caldrico de reductores, fibra, alcohol,
acidez total y materia fresca, fermentado a temperatura promedio de 20,5 °C y se congel6 a 6,6
°C hasta por 74 horas". Durante la fermentacion, el contenido de az(cares totales y reductores
disminuy0 a temperatura ambiente (Puerta Q. & Rios A., 2014), como también hubo un aumento
de la acidez para formar etanol y los lipidos que degrado, mientras que estos cambios son mas
lentos en refrigeracion de 1-8°, ya que inhibe el crecimiento de microorganismos terméfilos y de
algunos mesofilos, disminuyendo asi la actividad de enzimas (Castro & Garzén, 2019).

Teniendo en cuenta las caracteristicas de los residuos de café, se ha descrito que es
posible emplearlos como medios de cultivo para microorganismos u otras especies, gracias a la
cantidad de azUcares presentes en dicho mosto. En 2007, se inform6 sobre el uso del extracto de
la pulpa de café como medio de cultivo adecuado para el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae y Candida utilis. Para preparar el medio se utiliz6 un equipo Sohlext a una temperatura
de 96 °C durante 4 horas, donde se hidroliz6 la pulpa de café con soluciones diluidas de &cido
sulfurico en una relacion de 1 parte de pulpa seca por cada 10 partes de volumen de acido
diluido. El proceso se llevé a cabo a presion atmosférica con ebullicion a reflujo durante un

tiempo determinado. Posteriormente, se centrifugé el hidrolizado acido y se ajusto el
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sobrenadante a un pH de 4,5, esterilizandolo a una presién de 15 psi durante 15 minutos
(Gualtieri A et al., 2007).

Se prepararon tres medios de cultivo diferentes a partir del extracto &cido de la pulpa de
café, los cuales contenian urea, Ko2HPO4 y extracto de malta liquido, respectivamente. También
se prepar6 un cuarto medio de cultivo de control que consistia en el extracto &cido sin nutrientes.
El tiempo de cultivo aerdbico fue de 8 horas. Mediante la hidrdlisis quimica del residuo de la
pulpa de café con &cido sulfurico al 2%, se obtuvieron azlcares fermentables por parte de las
levaduras S. cerevisiae y Candida utilis. Se logré obtener biomasa de levaduras con rendimientos
y productividades comparables a los valores reportados en la literatura. Estos resultados sugieren
que la biomasa de levaduras puede ser utilizada como fuente de proteinas en dietas de animales
(Gualtieri A et al., 2007).

El uso alternativo del mosto como medio de cultivo para generar biomasa establece una
conexion interesante con Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura desempefia un papel crucial
en la fermentacién alcohdlica y encuentra en el mosto un sustrato con nutrientes y azlcares
fermentables. Al utilizar el mosto como medio de cultivo, se aprovechan los componentes
presentes en él, como los azlcares y otros nutrientes esenciales, para fomentar el crecimiento y la
multiplicacién de la levadura. La Saccharomyces cerevisiae exhibe una notable adaptabilidad a
diversas condiciones de pH, temperatura y concentraciones de nutrientes, lo que la convierte en
un organismo ideal para utilizar el mosto como medio de cultivo para generar biomasa. Esta
relacion entre el uso del mosto y la levadura Saccharomyces cerevisiae ofrece un amplio abanico
de aplicaciones, como la produccion de biomasa de levadura para la elaboracion de alimentos,

suplementos nutricionales o incluso biocombustibles, aprovechando de manera eficiente un
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subproducto de la industria cervecera y potenciando asi el desarrollo de procesos sostenibles y
respetuosos con el medio ambiente (Halasz & Lasztity, 2017).
2.1.3 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo facultativo, lo que significa que puede
crecer tanto en presencia como en ausencia de oxigeno. Durante la fermentacion, la levadura se
enfrenta a diversos desafios y se adapta fisiol6gicamente para sobrevivir. Uno de estos desafios
es la alta presién osmotica, que se produce debido a la concentracion de solutos en el medio de
fermentacion. La levadura responde a esta presion osmética mediante la regulacion de su
metabolismo y la sintesis de componentes celulares para mantener el equilibrio osmético (Luna
et al., 2010).

Ademas, a medida que la fermentacién progresa, la fuente de carbono, como la glucosa,
puede agotarse. En respuesta a esto, la levadura ajusta su metabolismo para utilizar otras fuentes
de carbono disponibles en el medio, permitiéndole continuar su crecimiento y produccion de
metabolitos. Otro desafio que enfrenta la levadura durante la fermentacién es la acumulacion de
etanol, que puede resultar toxico para la célula. Para contrarrestar esto, la levadura activa
mecanismos de defensa y detoxificacion para eliminar o reducir la toxicidad del etanol y
mantener su viabilidad y actividad metabodlica. En resumen, Saccharomyces cerevisiae, se adapta
fisiolégicamente a condiciones de estrés durante la fermentacion, como la alta presién osmotica,
el agotamiento de la fuente de carbono y la presencia de etanol téxico (Lopez & Corona, 2016).

Ademas de las condiciones ambientales 0ptimas, la produccion de levadura requiere una
variedad de nutrientes esenciales y vitaminas. En el ambito industrial, las principales materias
primas utilizadas para fabricar levadura son el cultivo puro de levadura y la melaza de cafia. La

melaza de cafia es una fuente de carbono primaria debido a su alto contenido de azucares
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fermentables, que oscila entre el 45% y el 55% en peso seco. Estos azUcares se encuentran
principalmente en forma de sacarosa, glucosa y fructosa (Vaquera, 2018).

El cultivo de levadura en medios liquidos con glucosa como fuente de carbono muestra
tipicamente cinco fases de crecimiento distintas. Estas fases incluyen la fase de "lag" como se
observa en la figura 3, donde la levadura se adapta al nuevo entorno, la fase logaritmica, en la
cual las céelulas experimentan una rapida duplicacion. También se observa la fase de cambio
diduxico, en la cual la levadura cambia de metabolismo fermentativo a respiratorio, la fase post-
diduxica y finalmente, la fase estacionaria, donde el crecimiento de la levadura se detiene
(Suérez-Machin et al., 2016).

Figura 3
Curva tipica de crecimiento microbiano. 1-Fase lag, 2-Fase de aceleramiento, 3-Fase

exponencial, 4-Fase de desaceleracion, 5-Fase estacionaria, 6-Fase de muerte.

# de células

Tiempo

Nota: Martinez-Rosales et al., 2020.
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Condiciones de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae

Los factores determinantes en el crecimiento de S. cerevisiae son la temperatura,
oxigeno, pH, presion osmotica y los azucares disponibles en el medio de crecimiento. La
mayoria de las levaduras crecen entre 5y 37°C. El valor éptimo es hasta 28°C. Sin embargo, la
levadura crece estrictamente de manera dptima cuando esta en su mejor momento de entorno
natural. En general, las levaduras no son microorganismos termofilicos, la pirélisis comienza a
52°C y hay més células en la fase de crecimiento exponencial sensible que las células
quiescentes (Hirano & Upper, 2000)

El rango de pH 6ptimo para el crecimiento de la levadura es de 4,5 a 6,5, aunque muchas
especies pueden tolerar una amplia variacion de pH de 2,8 a3 a 2 a 8,5. Entre ellos, el pH
intracelular oscila entre 5,8 y 6,8 (Villamil & Zapata, 1999).

El crecimiento de la levadura requiere una fuente de carbono orgénico y una fuente de
nitrégeno mineral u orgdnico. Algunos también requieren multivitaminas (tiamina, biotina,
inositol, &cido pantoténico, etc.), el carbono es el compuesto principal de la célula de levadura, es
alrededor del 50% del peso seco, los compuestos de carbono son utilizados por la levadura como
fuente de carbono y energia. El carbono se puede proporcionar en forma de azUcares, aldehidos,
sales de ciertos &cidos organicos, glicerol o etanol (Marrero et al., 2015).

Ademas del carbono las levaduras necesitan nitrogeno, fosforo (que desempefia un papel
importante al producir etanol a partir de azlcares), potasio (que es quien actlia como cation
regulador estimulando la respiracion y fermentacion), el magnesio (que se necesita para el
funcionamiento de enzimas del metabolismo), el calcio (utilizado para favorecer el

mantenimiento de la integridad celular en ambientes hostiles) y por Gltimo el manganeso que
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permite que se aumente el nivel de nitrégeno de la sintesis de proteinas (Villamil & Zapata,
1999).

Es de conocimiento general que la levadura juega un papel importante en la produccion
de alimentos y bebidas por medio de la fermentacion, también son utilizadas en diferentes areas
de biotecnologia, en la Tabla 1 se enuncian algunos ejemplos
Tabla 1

Industria y usos de la levadura

Industria Usos Referencia
Alimentaria saborizantes, pan, (Halasz & Lasztity, 2017)
pigmentos aminoacidos y

produccion de enzimas

Fermentaciones cerveza, vino y salsa de (Cortés Rico & Ladino
tradicionales soya Soto, 2016)
Investigacion en biologia estudio de biologia (dos Santos et al., 2012)

molecular y celular,
gendémica y mecanismos de
sistemas hioldgicos
Investigacion biomédica resistencia y metabolismo (Hernandez, 2021)
de drogas

2.1.4 Extraccion de material genético de microorganismos

Es posible aprovechar la levadura para la generacion de biomasa gracias a su rapido
crecimiento y a su vez sirve como una fuente biolégica de obtencidn de &cidos nucleicos, en la
literatura existe una gran variedad de protocolos y procedimientos para realizar el proceso de
extraccion de acidos nucleicos, el cual depende del tipo de muestra, pero generalmente consiste
en las siguientes etapas:

Colecta de la muestra: Una colecta y manejo apropiado de la muestra permite obtener

ADN integro y sin contaminantes (Tan & Yiap, 2009).
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Lisis celular: las interacciones entre las moléculas que conforman la pared, la membrana
celular y nuclear se modifican o destruyen permitiendo que los acidos nucleicos se liberen. Se
utilizan soluciones basicas, detergentes o agentes caotropicos que permiten disolver la membrana
celular, asi como inhibidores para inactivar las enzimas que degradan el ADN. Muchas
soluciones de lisis contienen también EDTA, que forma un complejo con los iones de Mg?* e
impide el funcionamiento de las DNasas. Los componentes celulares no solubles como el
material fibroso y proteinas que permanecen en solucion se separan del ADN por centrifugacion
(Torres Rosales, 2021)

Precipitacion del ADN: Después de que son eliminados los lipidos y las proteinas, se
recupera el ADN. Para ello, se adiciona etanol y soluciones con altas concentraciones de iones de
sodio 0 amonio que se unen a los grupos fosfato, esta mezcla reduce las fuerzas repulsivas entre
las cadenas y permite que el ADN se pliega sobre si mismo haciéndolo insoluble (Tan & Yiap,
2009). Un paso de centrifugacion permite que el ADN permanezca en el fondo del tubo mientras
que el etanol es desechado. Los restos de etanol se eliminan con un lavado con etanol al 70% vy el
remanente se elimina por evaporacion (Green et al., 2012).

Aislamiento de &cidos nucleicos de S. cerevisiae

Se han descrito diferentes métodos especificos para la extraccion de ADN de levadura,
estos difieren en el proceso de lisis de la pared celular de levadura y el protocolo que se usa para
la purificacion del ADN. Casi todos los métodos utilizados son variantes del procedimiento de
agitacion de perlas de vidrio y lisis de la pared celular mediante tratamiento enzimatico (Osorio
Cadavid et al., 2009).

En 1987, Hoffman y Winston propusieron un protocolo que utilizaba perlas de vidrio

para romper las paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae y purificar el ADN mediante
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fenol-cloroformo (Hoffman y Winston, 1987). Sin embargo, cuando se trabaja con muchas
muestras, las perlas de vidrio resultan insuficientes. En cambio, se recomienda una técnica que
involucra la lisis celular completa con detergentes, seguida de la extraccion y eliminacion de
proteinas y lipidos. Este método proporciona ADN puro que puede ser aislado mediante
precipitacion en una solucién de alcohol, y es ampliamente utilizado debido a la cantidad y
calidad del ADN obtenido (Osorio Cadavid et al., 2009).

En 1992, Querol et al. propusieron un protocolo de extraccion de ADN en el que se
utilizaba la enzima Zimolasa para romper las células y liberar el ADN, sin necesidad de fenol-
cloroformo. Este método ha sido ampliamente aceptado debido a la eliminacién del uso de fenol
en el proceso (Osorio Cadavid et al., 2009). Es un método rapido y sencillo para extraer ADN
mitocondrial de levadura, que incluye la preparacién de esferoplastos, la lisis de la membrana
celular, la purificacion de las mitocondrias mediante densidad, la lisis de las membranas
mitocondriales y el aislamiento de mtDNA sin necesidad de gradiente de CsCl centrifugacion.
Este método no requiere el uso de fenol ni de colorantes cancerigenos como el bromuro de etidio
y la bis-benzimida. EI ADN obtenido es lo suficientemente puro para realizar analisis de RFLP,

y el rendimiento es alto incluso con cepas silvestres (Querol & Barrio, 1990).

2.2 Estado del Arte

En las Gltimas décadas, la produccién de bioetanol y otros bioproductos a partir de
residuos agricolas y subproductos industriales ha emergido como una solucion sostenible para la
gestion de residuos y la obtencion de fuentes de energia renovables. Diversos estudios han
abordado la optimizacion de procesos biotecnoldgicos, la valorizacion de residuos y la

produccion de bioproductos utilizando métodos innovadores y técnicas avanzadas.
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Produccién de Bioetanol y Bioproductos:

Khoshkho et al. (2022) investigaron el potencial de la pulpa seca de zanahoria como
materia prima para la produccion de bioetanol, empleando Saccharomyces cerevisiae y melaza
de remolacha bajo condiciones controladas de 28 °C durante 72 horas. El estudio logr6 un
rendimiento 6ptimo de etanol de 40,63 g/L, destacando la pulpa de zanahoria como una fuente
prometedora para la produccion de bioetanol con alto valor afiadido.

Lopes et al. (2020) investigaron la utilizacion de pulpa de café y agua residual para la
produccion de bebidas destiladas. Utilizando Saccharomyces cerevisiae y combinando pulpa de
café himeda con sacarosa, el estudio logré una bebida con un 38% de etanol y una alta
aceptacion en términos de sabor (80%). Esto demuestra que los subproductos del café pueden ser
transformados en bebidas destiladas de alta calidad, agregando valor a la cadena de produccién
del café.

Optimizacion de Procesos y Nuevas Tecnologias:

En el contexto de la produccién de celulosa bacteriana, un estudio comparativo de
mucilago de cacao y el medio de Hestrin y Schramm mostr6 que, a pesar de desafios como el
alto contenido de azUcar y bajo pH del mucilago, la adicion de una fuente de nitrégeno mejoré
significativamente la produccién de celulosa bacteriana, alcanzando 13,13 g/L. Este hallazgo
resalta el potencial del mucilago como fuente de carbono para la produccién de celulosa en
procesos industriales.

Ko et al. (2020) abordaron el desafio de los inhibidores en los hidrolizados de biomasa
lignocelulosica, como el acido acético, que afectan la eficiencia de conversion a bioetanol.
Mediante la mejora genética, desarrollaron una cepa de Saccharomyces cerevisiae (XUSAE57)

con un rendimiento superior en la conversion de xilosa a etanol, incluso en condiciones de alta
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concentracion de &cido acético. Este avance subraya la importancia de la ingenieria metabdlica
para mejorar la viabilidad econémica de las biorrefinerias.

Agida et al. (2020) investigaron el impacto del efluente de molino de aceite de palma
(POME) en la salud de pollos de engorde. Los resultados indicaron que el POME puede tener
efectos beneficiosos en indicadores bioquimicos y hematologicos, sugiriendo un valor
nutricional potencial para el POME y su posible influencia positiva en la salud y el rendimiento
reproductivo de los pollos.

Tratamiento de Efluentes y Produccion de Bioetanol:

Bala et al. (2018) evaluaron la eficacia de un consorcio microbiano mixto para el
tratamiento de efluentes de planta de aceite de palma (POME). La secuenciacion de genes 16S
rRNA y 18S rRNA identific6 varios microorganismos, incluyendo Micrococcus luteus y
Aspergillus niger. El consorcio mostré una alta eficiencia en la reduccion de demanda
bioguimica de oxigeno (BOD), demanda quimica de oxigeno (COD) y sélidos suspendidos
totales (TSS), con reducciones de hasta el 92,23%. El analisis HPLC indic6 una descomposicién
significativa de la celulosa en el POME, demostrando la efectividad del consorcio en la
biodegradacion de este efluente.

Jackels & Jackels (2006) investigaron el impacto de las mediciones quimicas durante la
fermentacion del café en la calidad del producto final. Los resultados mostraron que un descenso
abrupto del pH al final de la fermentacion podria servir como un indicador Util para evitar la
sobrefermentacion y optimizar la calidad del café, lo cual es crucial para los productores de café
en paises en desarrollo que buscan mejorar la uniformidad y competir en mercados

internacionales.
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Zinatizadeh et al. (2005) realizaron un estudio sobre la digestion anaerobia del POME en
un biorreactor de flujo ascendente con pelicula fija (UASFF) a 38 °C. La eficiencia de remocion
de demanda quimica de oxigeno (DQO) oscil6 entre el 80,6% y el 98,6%, con una tasa de
produccion de metano de 0,287 a 0,348 L CH4/g DQO removido al dia. El estudio proporciond
datos valiosos sobre las constantes de semivelocidad y la relacion entre carga orgénica 'y
contenido de sélidos suspendidos volétiles en el reactor.

Florez et al. (2022) abordaron la produccion de bioetanol a partir de pulpa de café,
destacando la necesidad de evitar la contaminacion bacteriana y utilizar enzimas como la
pectinasa para la conversion de celulosa y hemicelulosa en azucares reductores. Se optimizaron
las dosis de celulasa y hemicelulasa para el proceso de hidrélisis enzimética, con una produccion
potencial de etanol de 4.137 litros y una significativa reduccién de CO2 si el etanol se utiliza
para reemplazar gasolina.

Finalmente, Walteros et al. (2020) llevaron a cabo un estudio para aislar y caracterizar
cepas de Saccharomyces cerevisiae nativas de Colombia para la produccion de cerveza. La cepa
CW12 mostr6 caracteristicas organolépticas unicas, con un contenido alcohélico de 4,5% vlv,
indicando su potencial para la produccion de una cerveza colombiana distintiva. Torres (2013)
demostroé que el sustrato de papa es mas eficiente que el de naranja para la produccion de
proteina celular, y Arias (2020) destacé que el mucilago de café, combinado con melaza de cafia,
puede producir bioetanol con una pureza del 15,1% v/v y una concentracion de 90,1% v/v tras
purificacion.

Estos estudios reflejan un avance significativo en la optimizacion de procesos
biotecnologicos y la valorizacion de residuos, subrayando la importancia de la innovacion

continua en la biotecnologia para mejorar la sostenibilidad y la eficiencia en la produccién de
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bioproductos y el manejo de residuos. La combinacion de técnicas microbioldgicas, enziméticas
y biotecnoldgicas ofrece soluciones prometedoras para la reduccion de impactos ambientales y la

creacion de productos de alto valor afiadido a partir de recursos subutilizados.
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3 Metodologia
Figura 4

Diagrama de la metodologia
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3.1 Metodologia de Establecimiento de Condiciones 6ptimas de Crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae

3.1.1 Caracterizacion de POME de Palmay Mosto de Café

Las muestras de POME de la palma y mosto de café, poseen sélidos suspendidos por lo
que inicialmente por lo que fue necesario centrifugar hasta obtener dos fases bien definidas, con
un sobrenadante trasltcido y un sedimento. Se cuantificé el porcentaje de sedimento obtenido
por cantidad de muestra total. A los sobrenadantes se les midid los grados brix, pH, proteinas
totales, nitrogeno total, grasas y aceites, fenol  es totales, calcio, potasio, sodio, contenido de

humedad, cenizas, proteina, carbohidratos totales y perfil de azlcares.
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3.1.1.1 Cuantificacion proteinas totales

La cuantificacion de proteinas totales se realizd por medio del método de Bradford, el
cual cuantifica la union del colorante Azul de Coomasie a una proteina desconocida y se
comparé con el estandar de diferentes concentraciones de proteina suero de albumina bovina
(BSA) (Bradford, 1976a).

El método Bradford es un método de cuantificacion de proteinas que se basa en la
reaccion del colorante con los grupos amino presentes en las proteinas. En un medio éacido, el
Coomassie Brilliant Blue G-250 se encuentra en su forma acida, que es de color rojo. Cuando
este colorante se une a las proteinas, su estructura cambia a su forma bésica, que es de color azul.
(Fernandez & Apunte, 2019).

Para realizar este método, se prepard un estandar de BSA en concentracion conocida y se
hizo la lectura de absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 595 nm, con un

espectrofotometro.

3.1.1.2 Cuantificacién de azlcares totales

Para medir el contenido de azucares totales en la muestra, se utilizo la técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Esta medicion fue realizada por el
laboratorio CICAT como un servicio técnico. El proceso de cuantificacion de azlcares por
HPLC se divide en varias etapas clave:

Preparacion de la Muestra: Primero, se prepara la muestra diluyéndola y filtrandola para
eliminar cualquier particula que pudiera interferir con la cromatografia. Es crucial que la muestra

esté limpia para asegurar mediciones precisas.
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Separacion de Azucares: La muestra preparada se inyecta en el sistema HPLC, donde
pasa a través de una columna cromatografica. Aqui, los azlcares se separan segun sus
caracteristicas fisicas y quimicas. La eleccion de la columna 'y las condiciones de operacion,
como el tipo de fase movil y la temperatura, dependen del tipo de azucares que queremos
analizar.

Deteccion: Los azUcares separados se detectan con un detector especifico, que puede ser
un detector de indice de refraccion (R1) o de UV, dependiendo del tipo de azlcares y de la
sensibilidad necesaria. La informacién obtenida del detector se usa para medir la cantidad de
cada azUcar en la muestra, basdndose en el area de los picos en el cromatograma.

Célculo de la Concentracién: Finalmente, para calcular la concentracion de azlcares
totales, se comparan los tiempos de retencion y las areas de los picos con los estandares de
referencia. Los resultados se expresan en unidades de concentracion, como gramos por litro
(g/L), utilizando curvas de calibracién obtenidas con azucares conocidos.
3.1.1.3 Cuantificacion de Nitrégeno total

El contenido de nitrégeno de la muestra se midid por el método Kjeldahl (NTC1556).
Esta mediciédn fue realizada por el laboratorio CICAT como un servicio técnico. El contenido en
la proteina se puede calcular de la siguiente manera, asumiendo una proporcion entre la proteina
y el nitrégeno del compuesto especifico que se esta probando.

Los procedimientos por seguir son diferentes segun el nitrogeno liberado durante la etapa
de destilacion se recoge en solucién de acido borico o exceso conocido de acido clorhidrico o

patrén de &cido sulfarico (Garcia et al., 2013).
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3.1.1.4 Cuantificacion de porcentaje de humedad y cenizas

El contenido en agua de la muestra se calculd mediante diferencia de peso y se expresa en
% de humedad, el valor de ceniza se determina por destruccion de la materia orgénica que esta
presente en la muestra por calcinacién y determinacién gravimétrica del residuo. Esta medicion

fue realizada por el laboratorio CICAT como un servicio técnico.

3.1.2 Establecimiento de Condiciones de Crecimiento

Para establecer las mejores condiciones de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae de
origen comercial se realiz6 un disefio experimental que determiné la concentracion dptima del
residuo POME o mosto de café que promueve el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae. De
igual forma, se tuvo en cuenta el nivel de pH, en el que se hallé6 mayor concentracion de
levadura. Durante este proceso, también se consideraron las sales y, si era necesario, el uso
de un buffer tamponante. En la Tabla 2 se muestra las principales caracteristicas del disefio
experimental, el que se observo la variacidn de crecimiento desde la hora 0, hasta 22 horas, estas
horas son de fermentacion del grano de café, esto se realizé con el fin saber cual hora contenia
las mejores condiciones de crecimiento, como también las distintas concentraciones de 25%,
50% y 100%, con variacion de pH desde neutro, 5.5 y nativo, por Gltimo con suplementos y sin
suplementos.
Tabla 2

Caracteristicas de Disefio Experimental del Proceso

Disefio del Experimento

Variables Variaciones del proceso

Hora de fermentacion Oh, 3h, 12h, 15h, 18h, 22h, y R.L
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Disefio del Experimento

Variables Variaciones del proceso
Concentracion 100%, 50%, 25%
pH Neutro, 5,5 y nativo
Suplementos Con suplementos y sin suplementos

Se monitoreo el crecimiento de la levadura en el medio de cultivo preparado, a partir de
la biomasa residual (POME o mosto de café), al utilizar una curva de crecimiento de 10 horas y
medir la absorbancia a 600 nm, de manera que se pudiese observar el cambio de la densidad
celular en cada hora. Durante el proceso se mantuvo en agitacion constante a 100 revoluciones
por minuto y una temperatura de 35°C, de esta manera se obtuvo la generacion de biomasa de
Saccharomyces cerevisiae). En la Tabla 3 se presentan las caracteristicas de composicion del

medio de cultivo, con las respectivas cantidades con concentracion.

Tabla 3

Caracteristicas de Composicion del Medio de Cultivo

Composicion del Medio de Cultivo

Compuesto Concentracion (g/L)
Fosfato Monopotasico (KH2PO4) 1.5
Fosfato Disodico (Na2HPO4) 3
Sulfato de magnésio (MgSO4.7H20) 0.2

Elementos traza 0.1
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Tabla 4

Elementos de la Traza

Elementos de la Traza

Compuesto Concentracion (g/L)
Sulfato de Hierro (11) 10
(FeS04.7H20)
Sulfato de Zinc (ZnSO4.7H209 2.25
Sulfato de cobre pentahidratado 1
(Cus04.5H20)
Sulfato de magnesio tetrahidratado 0.5
MgS04.4H20
Cloruro de calcio dihidratado 2
CaCl2.2H20
Acido borico H3BO4 0.23
0.2

Heptamolibdato de amonio
(NH4)2Mo07024

. 10
Acido clorhidrico HCI

Adicionalmente, en la Tabla 4 se observan los elementos principales empleados para el
proceso y las concentraciones especificas para cada caso.
3121 Aislamiento de acidos nucleicos de Saccharomyces cerevisiae
El aislamiento de acidos nucleicos se realizo a partir de adaptaciones del método salting-
out, el cual consistio en retirar el sedimento nativo de la muestra a una velocidad de 5000

gravedades durante 10 minutos. Al retirar el sedimento se agrego un buffer de resuspension, el
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cual contenia Tris-HCI, sacarosa y cloruro de magnesio. Luego de esto, se centrifugd a 4000
gravedades durante cinco minutos a temperatura de 4°C.

Una vez retirado el sobrenadante, se agrego el buffer de lisis, el cual contenia
dodecilsulfato sodico al 10%, para desnaturalizar membranas, acetato de sodio utilizado para
separar polisacaridos y EDTA, que actuaron como un agente quelante. Se realizaron 5 ciclos de
sonicacion con una amplitud del 40%, luego se agreg6 cloruro de sodio en una concentracién de
1.5 M, para precipitar las proteinas y se centrifug6 a 3000 gravedades por 5 minutos.

Se tomd el sobrenadante y se agregd 2-propanol frio, esto de forma lenta, y se dej6 en un
bafio de hielo a -20°C por una hora. Luego se centrifugd a 10000 gravedades por 10 minutos, en
este paso se pudo observar un pellet.

Como paso siguiente se retird todo el sobrenadante y se dejé en procesos de secado la
muestra. Posteriormente se suspendi6 en buffer TE.
3.1.2.2 Cuantificacion de ADN extraido

La determinacién cualitativa y cuantitativa de las muestras de acidos nucleicos es
fundamental para el éxito de los andlisis posteriores y se realiza de forma rutinaria mediante
espectroscopia UV-Vis en la mayoria de los laboratorios de biologia molecular.

La relacion de absorbancia 260/280 es un buen indicador de la contaminacién por
proteinas: si el valor es inferior o igual a 1,8, la muestra de ADN es pura.

La cuantificacion de ADN se emple6 un NanoDrop, el cual tiene un limite de deteccion
entre 2.0 pg/mL y 27500 pg/mL. Se tomo un volumen de muestra de 1 pL para la informacion
de la pureza del ADN por medio de la relacion de absorbancia de 260/280 y 260/230, esto para

mirar la presencia de proteinas y ARN (RNA/DNA Quantification - US, 2021).
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3.2 Metodologia de Correlacion de Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae

3.2.1 Proceso de Obtencion de Saccharomyces cerevisiae

Como parte del proceso para identificacion de la correlacion de crecimiento
Saccharomyces cerevisiae se realizaron curvas a partir de la biomasa del mosto que se obtuvo a
partir de procesos de fermentacion de los granos de café

Luego como paso siguiente se analizaron distintas concentraciones, las cuales se diluian
para que se le agregaran los compuestos traza y las sales. Posteriormente se esterilizaba el medio
junto con los compuestos de traza y la sales.

Las levaduras se activaron en medio YPD durante 24 horas. Pasadas las 24 horas, se
tomaron 10 mL de esa solucion més 90 mL de YPD y se incubaron por otras 24 horas.
Posteriormente, se centrifugo y el sedimento obtenido fue utilizado para la realizacion de las

curvas de crecimiento.

3.2.2 Proceso de Aislamiento de Acidos nucleicos

El aislamiento de acidos nucleicos es un proceso mediante el cual se extrae el material
genético presente en las células. Los &cidos nucleicos son moléculas que contienen la
informacion genética esencial para el funcionamiento y desarrollo de los organismos vivos.

El objetivo del aislamiento de acidos nucleicos es obtener una muestra de alta calidad y
concentracion. Los acidos nucleicos aislados pueden ser utilizados en diversas aplicaciones
bioldgicas y biotecnologicas, como la amplificacion de genes, secuenciacion genomica, estudios
de expresion geénica, entre otros. En la Figura 5 se describen los pasos empleados para el

aislamiento de acidos nucleicos.
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Cultivo de Levadura:

Se cultivé levadura en medio YPD apropiado hasta que alcanzo una fase de crecimiento
activa.

Recoleccion de Células:

Las celulas de levadura se recolectaron mediante centrifugacion para formar un pellet
celular.

Lisis Celular

El pellet se someti6 a un proceso de lisis celular, en el cual se rompen las membranas
celulares para liberar el contenido celular, esto incluye el nicleo que contiene los &cidos
nucleicos.
Figura 5

Diagrama del proceso del Aislamiento de &cidos nucleicos de Saccharomyces cerevisiae
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Precipitacion de los &cidos nucleicos:

Se afiade alcohol isopropilico para precipitar acidos nucleicos, que luego se recogio por
centrifugacion.

Lavado del Precipitado:

El precipitado de acidos nucleicos se lava con etanol para eliminar restos de
contaminantes.

Reconstitucion de Acidos nucleicos:

Los &cidos nucleicos se resuspenden en un tampén o solucion adecuada

Medicién de la Concentracion

La concentracion de los acidos nucleicos se mide utilizando técnicas como la

espectrofotometria para asegurar su calidad.
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4  Resultados

4.1 Resultados de Caracterizacion

A partir de la caracterizacion de los residuos agroindustriales de café y palma, se puede
determinar que la composicion especifica de carbohidratos en el POME limita su efectividad
como sustrato para el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae. EIl POME contiene una baja
concentracion de azlcares simples fermentables, como glucosa y fructosa, y esta compuesto
principalmente por otros carbohidratos menos accesibles para la levadura, como xilosa y ciertos
oligosacéridos. Ademas, su alta proporcion de lipidos y &cidos grasos complica el
aprovechamiento del sustrato para la fermentacion. Esta composicion restringe la disponibilidad
de fuentes de carbono fermentables, lo que explica por qué el POME resulta insuficiente para
sostener un crecimiento 6ptimo de la levadura, en contraste con el mosto de café, que contiene
una mayor concentracion de glucosa y fructosa, carbohidratos preferidos por S. cerevisiae para
su metabolismo y produccién de biomasa.

Para la caracterizacion de los residuos de mosto de café, se realizé una colecta de las
muestras en un fermentador a las cero horas, 3 horas, 12 horas, 15 horas, 18 horas y 22 horas,
luego se colectd una muestra cuando se lavo el fermentador. La muestra de POME fue colectada
en el proceso de clarificacién y esterilizacion. El andlisis de las mediciones de pH, cuantificacion
de proteinas, carbohidratos, carbohidratos totales, solidos totales, grasas y aceites, nitrogeno,

calcio, sodio, nitrégeno, % de humedad y cenizas se presentan a continuacion:
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4.1.1 Medicién de pH y cuantificacion de proteinas en muestras de MOSTO de café y POME
4111 Resultado de MOSTO de Café

Tabla 5

Medicion de pH para mosto de variedad Caturra a Oh, 3h, 12h, 15h, 18h, variedad Cenicafe a

22hy residuo de lavado (RL)

Variedad Muestra pH
Caturra Oh 4.43
Caturra 3h 4,57
Caturra 12h 4.85
Caturra 15h 4,57
Caturra 18h 4.14

Cenicafe 22h 4.24

Residuo de lavado RL 4,18

Como se observa en la Tabla 5, en la muestra inicial (Oh), el pH es de 4.43, después de 3
horas, el pH aumenta ligeramente a 4.57. Después de 12 horas, el pH continta aumentando a
4.85. A las 15 horas, el pH vuelve a ser de 4.57, al igual que en las 3 horas. A las 18 horas, el pH
disminuye a 4.14. Esto indica un cambio en la acidez, asociado posiblemente a procesos de
fermentacion de organismos ambientales propios del proceso de fermentacion del mosto, y en la
concentracion de azdcar en la solucién. En la Gltima hora registrada (22h), el pH sube
ligeramente a 4. Esto indica que la solucion se esta volviendo menos &cida pero la concentracion
de azUcar estd disminuyendo. Finalmente, en la muestra RL, el pH es de 4.18. No se proporciona
informacion sobre el tiempo en esta muestra debido a que no hace parte del proceso de

fermentacion.
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Tabla 6
Cuantificacién de proteinas del mosto de variedad Caturra a Oh, 3h, 12h, 15h, 18h, variedad

Cenicafe a 22h y residuo de lavado (RL).

% Proteinas en la muestra total (g

Muestra proteina/g de muestra)
Oh 0.0779£0,0029
3h 0.0363£0,0026
12h 0.0270+0,0024
15h 0.0483£0,0011
18h 0.0330£0,0018
22h 0.0511+0,0044
RL 0.0774£0,0078

A partir de la Tabla 6 se pudo notar que el porcentaje de proteinas en la muestra total
varia en cada periodo de tiempo. A las Oh, el porcentaje de proteinas fue de 0.0779+0,0029, lo
cual indica un valor relativamente alto con respecto a las otras horas de fermentacion. Luego, a
las 3h, el porcentaje de proteinas disminuy6 significativamente a 0.0363+0,0026. Esto sugiere
que hubo una disminucién en la concentracion de proteinas en la muestra.

Después de 12 horas, el porcentaje de proteinas en la muestra fue de 0.0270+0,0024, lo
cual indica que continud en disminucién en comparacion con las Oh. Sin embargo, esta
disminucion es menor que la observada a las 3h. Posteriormente, a las 15h, se registra un
aumento en el porcentaje de proteinas a 0.0483 +0,0011. Esto indica que la concentracion de
proteinas se incrementd en comparacion con las mediciones anteriores. Sin embargo, a las 18h,
el porcentaje de proteinas disminuye nuevamente a 0.0330+0,0018. Por ultimo, a las 22h, se
observa un aumento en el porcentaje de proteinas a 0.0511+0,0044, indicando un incremento en

la concentracion de proteinas en relacion con la medicion anterior.
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Se puede concluir que hubo fluctuaciones en la concentracion de proteinas en la muestra
a lo largo del tiempo, con disminuciones y aumentos intermitentes. Esto puede sugerir cambios

en el metabolismo o en las condiciones de las muestras en diferentes momentos.

4.1.3 Resultados de POME
Tabla 7

Medicion de pH para POME

Muestra pH
POME 4,36

Como se puede observar en la tabla 6 el pH de la muestra de POME es acido y en
comparacion con el pH reportado en las muestras de mosto estas se encuentran en el mismo

rango.

Tabla 8

Cuantificacion de proteinas de POME

% Proteinas en la muestra total (g
proteina/g de muestra)

POME 0,096+0,065

Muestra

Basado en la tabla 8 se puede observar que el porcentaje de proteinas en la muestra de

POME es maés alto que en las muestras de mosto a distintas horas de fermentacion.
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4.1.2 Resultados de carbohidratos, carbohidratos totales, solidos totales, grasas y aceites,
nitrégeno, calcio, sodio, nitrégeno, % de humedad y cenizas de mosto de café y POME

de palma

Tabla 9

Caracterizacion de Mosto y POME

MOSTO
CAFE POME
Parametros
Fructosa 9/100g de muestra (%) 2,45 N.D
Glucosa 9/100g de muestra (%) 1,83 N.D
Sacarosa 9/100g de muestra (%) <0,1 N.D
Maltosa 9/100g de muestra (%) <0,1 N.D
Lactosa 9/100g de muestra (%) <0,1 N.D
Galactosa g/100g de muestra (%) <0,1 N.D
Xilosa 9/100g de muestra (%) <0,1 N.D
Carbohidratos totales 9/100g de muestra (%) 5,97 4,38
Sélidos totales % 45,6 7,75
Grasas y aceites mg/L <10 1459
N total % 0,035 0,286
Catotal mg/L Ca 1347 572,393
K total mg/L K 1367 4010,542
Na total mg/L Na 1,662 80,569
Humedad % 54,4 92,25
Cenizas % 1,63 18,35

Nota: ND = No identificado

Esta caracterizacion fue realizada por el laboratorio-CICTA. Por cada 100 gramos de
POME se observa que contiene alrededor de 5,97 gramos de carbohidratos, principalmente en
forma de fructosa y glucosa, lo que lo hace rico en azucares simples. Ademas, su pH es
relativamente acido, lo que puede afectar su sabor y calidad final. Con un contenido de sélidos

totales del 45,6%, se vuelve bastante concentrado en compuestos solubles como azucares, acidos
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organicos, minerales y aromas. En cuanto a grasas y aceites, apenas contiene menos de 10 mg/L,
lo que lo convierte a la muestra baja en grasas. También se detectan minerales como calcio,
potasio y sodio. Su contenido de humedad es del 54,4% y su contenido de cenizas es del 1,63%,
lo que nos da una idea de su composicion total y la cantidad de agua y residuos inorganicos
presentes. Por ultimo, su contenido proteico es bastante bajo, con solo un 0,22%, por lo que no es

una fuente significativa de proteinas.

4.2 Curvas de crecimiento en medio de POME y mosto de café

4.2.1 Curvas de crecimiento en medio de mosto variedad caturra, cenicafe y residuo de
lavado con levadura de uso comercial, componentes traza y disolucion buffer con

agitacion constante de 100 rpm y a una temperatura de 25°C.

4.2.1.1 Curvas al 25%

Figura 6

Comparacion de las curvas de crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae en medio
de mosto variedad caturra a 3h, 12h, 15h, 18h de fermentacion, de variedad cenicafe a 22h de

fermentacion y residuo de lavado (RL) y crecimiento en medio YPD.



USO DE BIOMASA RESIDUAL DE CAFE Y PALMA

Absorbancia 600nm

2.5

0.0 T

Tiempo (h)

o1
+ 3h
= 12h
—— 15h
—— 18h
—— 22h
—o RL
- YPD

Como se puede observar en la figura 6 la 3h, 12h y 18h presentan una absorbancia mas

alta que la curva de YPD, esta curva fue realizada para tener un control con respecto a las curvas

en medio de mosto, esto demuestra que tienen los nutrientes que la levadura necesita para crecer.

La 15h y 22h tuvieron una absorbancia mas baja sin embargo la diferencia no es significativa,

por otro lado, el residuo de lavado (RL) present6 una absorbancia méas baja que las demas, esto

es debido a que este liquido remanente contiene toda la suciedad que tenian los granos de café,

con esto se observd que no tenia los nutrientes suficientes para el crecimiento de la levadura.

Tabla 10

Velocidad especifica de crecimiento (u)

Hora K 3h U 12h i 15h i 18h U 22h uRL
1 0,0234 0,0545 0,0103 0,0138 -0,0493 0,0118
2 0,2445 0,2963 0,2089 0,2885 0,2322 0,2611
3 0,2223 0,1547 0,3382 0,2121 0,3315 0,2537
4 0,2475 0,2997 0,1830 0,2483 0,1822 0,2218
5 0,2163 0,2217 0,2104 0,2219 0,2331 0,2279
6 0,1549 0,1809 0,2160 0,2068 0,1654 0,0894
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7 0,0952 0,1713 0,0701 0,1292 0,1054 0,0490
8 0,0376 0,0947 0,0612 0,0625 0,0335 -0,0071
9 0,0239 0,0224 0,0200 0,0194 0,0098 0,0076
10 0,0087 0,0071 -0,0032 -0,0007 0,0136 0,0210

La velocidad especifica de crecimiento (velocidad de crecimiento por unidad de biomasa)
esta dada en unidades de tiempo (h). Se da en la fase exponencial del crecimiento de la levadura
y se define por la siguiente formula

LnN - LnNo = p (t - to)

LnN — LnN,
W=—""""5
(t —to)

Basado en los valores obtenidos, en la Tabla 10 se puede observar que en 3h, 12h, 22h y
RL (residuo de lavado) el crecimiento exponencial es en la quinta hora mientras que en 15h y
18h el crecimiento exponencial es en la sexta hora. Esta hora es escogida para la siguiente fase
debido a que la levadura ain no entra en la fase estacionaria (fase en la cual ya no se encuentran
nutrientes y no hay division celular).

En 15h, 22h y RL, la mayor velocidad de crecimiento se presenta a la tercera hora donde
los valores de u son 0,3382, 0,3315 y 0,2537, respectivamente, sin embargo, también entran en
rapido en la fase estacionaria mientras que, en la 3h, 12h y 18h la mayor velocidad de
crecimiento se presenta en la cuarta hora donde los valores de p son 0,2475, 0,2997 y 0,2483
tardando mas en llegar a la fase estacionaria.

En general, se puede concluir que el microorganismo presenta una menor tasa de
crecimiento en las primeras horas de fermentacion y tiende a disminuir a lo largo del tiempo. Sin

embargo, es importante tener en cuenta que estos valores son solo una representacion de un
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periodo de tiempo especifico y podria haber variaciones en la tasa de crecimiento en diferentes

condiciones 0 en momentos posteriores.

4.2.1.2 Curvas al 50%

Figura7

Comparacion de las curvas de crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae en medio
de mosto variedad caturra a 3h, 12h, 15h, 18h de fermentacién, de variedad cenicafe a 22h de

fermentacion y residuo de lavado (RL) y crecimiento en medio YPD.
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A partir de la figura 7 se puede apreciar que no hay diferencia significativa entre los
valores de absorbancia de la curva YPD vy las curvas de crecimiento 3h, 12h, 15h y 18h, mientras
que con el cultivo de 22h mantiene la misma diferencia, por otro lado, el residuo de lavado
aumento la densidad oOptica, sin embargo, la diferencia con la curva de crecimiento YPD sigue

siendo significativa.



USO DE BIOMASA RESIDUAL DE CAFE Y PALMA o4

Tabla 11

Velocidad especifica de crecimiento ()

Hora M 3h W12 M 15 M 18 U 22 M RL
1 -0,0635 -0,0414 -0,0265 -0,0562 -0,0705 0,0341
2 0,1602 0,2870 0,1569 0,1839 0,3431 0,1401
3 0,2035 0,1988 0,2744 0,2109 0,1883 0,2490
4 0,2096 0,1986 0,2187 0,2740 0,2229 0,2657
5 0,2433 0,2536 0,2387 0,1901 0,2296 0,2208
6 0,2341 0,2148 0,2240 0,2069 0,1773 0,2031
7 0,1784 0,1744 0,1799 0,1847 0,1313 0,0688
8 0,1392 0,1322 0,1258 0,1383 0,0451 0,0163
9 0,1068 0,0874 0,0524 0,0786 0,0196 0,0088
10 0,0528 0,0209 -0,0011 0,0070 -0,0046 -0,0079

Al tomar como base la Tabla 11 se puede observar que los valores de p varian a lo largo
del tiempo y pueden ser positivos o negativos. Los valores negativos indican una disminucién en
la poblacion, mientras que los valores positivos indican un aumento. Al analizar el
comportamiento de los datos, se puede observar que la velocidad de crecimiento es mayor en la
sexta hora de haber iniciado el cultivo exceptuando 22h en donde la mayor velocidad de

crecimiento fue en la quinta hora de haber iniciado el cultivo
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4.2.1.3 Curvas al 100%

Figura 8

Comparacion de las curvas de crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae en medio
de mosto variedad caturra a 3h, 12h, 15h, 18h de fermentacidn, de variedad cenicafe a 22h de

fermentacion y residuo de lavado (RL) y crecimiento en medio YPD.
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Basado en la figura 8 se puede observar que las curvas 12h y 15h aumentaron su densidad
Optica con respecto al control, por otro lado, el cultivo 18h disminuy6 su densidad Optica, esto se
puede deber a la turbidez que presentd la muestra. De igual forma que sucedi6 con las demas
muestras la curva de 22h mantuvo su densidad dptica, esto se puede deber a que es una diferente
variedad de café. El residuo de lavado aumento la densidad 6ptica llegando a valores semejantes
al control, pero esta muestra al contener tanta suciedad es muy dificil de manipular y hacer

crecer levadura por lo que esta fue descartada.
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Tabla 12

Velocidad especifica de crecimiento ()

Hora M 3h W12 W15 u18 U 22 M RL
1 -0,11579  -0,08931 -0,12612 -0,09945 -0,04355 -0,04052
2 0,04998  0,10222  0,18852  0,06461 0,16562  0,18169
3 0,20990 0,15009  0,18243  0,14532  0,11349  0,25097
4 0,28446  0,23170  0,17289  0,12845 0,21291  0,21825
5 0,17643  0,23204  0,22197  0,16955  0,21348  0,26598
6 0,18666  0,14713  0,18755  0,14551  0,18861  0,16095
7 0,19356  0,19838  0,17837  0,15613  0,15753  0,17578
8 0,12782  0,11560  0,14375 0,11580  0,13953  0,07741
9 0,16194  0,14290  0,13802  0,09619  0,08643  0,03129
10 0,07320  0,12325  0,12394  0,08075  0,04678  0,01794
11 0,07790  0,07448 -0,01451 -0,05460
12 0,00147  0,01156  0,02772
13 -0,00327 -0,00986  0,02768
14 0,01638  -0,00077  0,01932

Como se observa en la Tabla 12, la velocidad especifica de crecimiento () es un
indicador importante para medir la capacidad de crecimiento de una levadura en un medio
especifico. En este caso, se han registrado los valores de p de la levadura Saccharomyces
Cerevisiae en el cultivo de mosto de café a diferentes horas. En general, se observa que la
levadura presenta una tasa de crecimiento mayor en la séptima hora de haber iniciado el cultivo
con excepcién de 22h la cual tiene el crecimiento exponencial hasta la octava. Los valores
negativos se dan por que las células ya no presentan tanto crecimiento sino por el contrario estan

muriendo.



USO DE BIOMASA RESIDUAL DE CAFE Y PALMA o7

El cultivo de 25%, 50% y 100% de concentracion no varian significativamente en el
valor de la velocidad especifica de crecimiento, lo cual quiere decir que el cultivo al 25%
proporciona la cantidad de nutrientes suficientes para el crecimiento de las levaduras. Teniendo
la concentracion optima para el crecimiento de la levadura es necesario elegir la hora de
fermentacion a la cual la levadura tiene el valor de la fase exponencial més alto sin que haya
entrado en la fase estacionaria ya que en esta fase se la produccion de alcoholes lo cual no es
beneficioso para el crecimiento de las levaduras. Se eligio la hora de fermentacion 18 debido a
que tiene un valor alto de la velocidad especifica de crecimiento y esta hora de fermentacion ya
es considerada como residuo por lo cual es aprovechable para ser utilizado como medio de
cultivo. Se pudo inferir que el mayor valor de p en la hora de fermentacion 18 es a la sexta hora

por lo que esta se toma para hacer las demas fases.
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4.2.2 Curvas de crecimiento en medio de POME con levadura de uso comercial,
componentes traza y disolucion buffer con agitacion constante de 100 rpm y a una

temperatura de 25°C.

Figura 9
Curva de crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae de la muestra de POME a una
concentracion de 25% y 50% con compuestos traza y disolucién buffer con una agitacion de 100

rpmy una temperatura de 34°C
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Por lo observado en la gréfica, las curvas realizadas con medio POME tuvieron una baja
densidad oOptica, con esto se puede inferir que este medio no posee los nutrientes que necesita la

levadura para poder crecer, debido a esto se descarto el medio POME para las siguientes fases.
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4.3 Variacion de pH con muestra de mosto caturra de 18 horas de fermentacion con

componentes traza y disolucién buffer y concentracion al 25%

Tabla 13
Absorbancia inicial y a la hora 6 de crecimiento para la variacion de pH de la muestra caturra

de 18 horas de fermentacidén con componentes traza y disolucion buffer y concentracion al 25%

Promedio
pH 4 pH 5,5 pH 7
Abs0  0,493+0,013 0,494+0,011 0,489+0,008
Abs 6 1,58+0,158 1,785+0,03 1,738%0,059

Tabla 14
Variacion de pH de la muestra caturra de 18 horas de fermentacion con componentes traza y

disolucidn buffer y concentracion al 25%

Promedio
Inicial Hora 0 Hora 6
18h pH nativo 4+0,02  4,04+0,08 3,92+0,07
18h pH 5,5 5,49+0,21 5,15+0,07 5,03%0,29
18h pH 7 7,17+0,14 555+0,16 5,29+0,13

La Tabla 14 muestra los valores promedio con desviacion estandar para tres variables
diferentes (inicial, hora 0 y hora 6) en tres condiciones diferentes (18h pH nativo, 18h pH 5,5y
18h pH 7).

Se puede observar en la tabla 14 los valores de pH nativo no tuvieron cambios, el pH 5,5
tuvo una baja disminucién, sin embargo el pH 7 si tuvo una variacion significativa pasando de

7,17 a 5,29 finalizando a la hora 6 en un valor muy cercano al pH 5,5. En la tabla 13 se
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reportaron los resultados de la absorbancia inicial y pasadas 6 horas, estos valores arrojados no
tuvieron una variacion significativa por lo cual para la siguiente fase se escogio el pH nativo ya
que este implicaria menor costo al no modificar el pH, sin afectar el crecimiento de la levadura
En cuanto a la desviacion estandar, se puede notar que los valores son muy bajos en
general, indicando una baja dispersién de los datos en cada grupo. Los valores mas altos se

encuentran en 18h pH 5,5 tanto en la hora 0 como en la hora 6.

4.4 Variacion de componentes traza y disolucion buffer con muestra de mosto caturra de

18 horas de fermentacion y concentracion al 25%

Tabla 15
Densidad Optica inicial y pasada 6 horas de la curva de crecimiento de variedad caturra de 18

horas de fermentacion con concentracion al 25%, pH nativo sin componentes traza y disolucion

buffer
Hora Promedio
0 0,48+0,006
6 1,67+0,025
Tabla 16

Densidad Optica inicial y pasada 6 horas de la curva de crecimiento de variedad caturra de 18
horas de fermentacion con concentracion al 25%, pH nativo con componentes traza y disolucion

buffer

Hora Promedio
0 0,491+0,021
6 1,678+0,064
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Los resultados de la Tabla 15 y 16 tiene un nimero de repeticiones igual a tres en los
cuales se pueden observar que la densidad Optica no varia considerablemente ya que la muestra a
la cual no se le agrego sales, obtiene una absorcion de 1,670 mientras que la muestra que se le
agreg6 sales obtuvo una absorbancia de 1,678. Esto indica que no hay una variacion
significativa, lo cual lleva a la conclusion que no es necesario afiadir estas sales siendo esto un
beneficio, ya que reduce el costo del crecimiento de la levadura. La desviacion estandar es mayor
a las 6 horas en comparacion con las 0 horas. Esto indica que los valores individuales en las
mediciones a las 6 horas estan més dispersos alrededor del promedio en comparacion con las

mediciones a las 0 horas.

4.5 Aislamiento de &cidos nucleicos de Saccharomyces cerevisiae crecida en medio de

mosto con 18 horas de fermentacién y concentracién al 25%

Para el aislamiento de acidos nucleicos se utilizé el medio de mosto a una concentracion
del 25% sin modificar el pH natural de la muestra debido a que en la muestra de POME no se
obtuvo el crecimiento de la levadura lo cual quiere decir que no tiene los nutrientes suficientes.

Los resultados se presentaran a continuacion.
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Figura 10
Comparacion de aislamiento de acidos nucleicos en medio YPD, en medio de mosto de 18 horas

de fermentacion con y sin compuestos traza y disolucion de buffer
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La Figura 10 presenta resultados de concentracién y cantidad de acidos nucleicos en la en
la muestra caturra 18h de fermentacion utilizando buffer y compuestos traza (+), sin buffer y
compuestos traza (-) y el control de levaduras crecidas en medio YPD. Aqui hay una descripcion
e interpretacion detallada de los resultados:

En las concentraciones de acidos nucleicos se puede observar una variabilidad en donde
las muestras con buffer (+) tienden a mostrar concentraciones mas altas de &cidos nucleicos en
comparacion con las muestras sin buffer (-).

Se realiz6 un analisis de varianza utilizando el test de Tukey’s, el cual compara las
muestras con buffer, sin buffer y YPD, dio como resultado que hay diferencia significativa entre
las muestras con buffer y sin buffer como también entre las muestras de YPD y sin buffer. Como

se puede observar en la Figura 11 al analizar las muestras con YPD en comparacion con las
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muestras con buffer o sin buffer, estas presentaron una mayor concentracién con YPD, siendo la

maés cercana la muestra que tiene buffer.

Tabla 17
Absorbancia (260/280 y 260/230) para el aislamiento de &cidos nucleicos en la muestra de 18

horas de fermentacion variedad caturra con buffer y compuestos traza

Promedio Abs 260/280 1,932+0,084
Promedio Abs 260/230 1,509+0,178

La tabla 17 presenta valores de absorbancia (A 260/280 y A 260/230) de la extraccion de
acidos nucleicos en medio de mosto con compuestos traza y buffer para evaluar la calidad de los
acidos nucleicos extraidos.

Para los valores de absorbancia (A 260/280) el promedio obtenido fue de 1,932 lo que
muestra un resultado aceptable ya que el rango vélido es de 1,8 a 2,0. Este resultado indica que la
muestra no estaba contaminada por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas, teniendo
una buena pureza. Comparen con la literatura y pongan referencias sobre los valores “Optimos”.

Para los valores de absorbancia (A 260/230) el promedio obtenido fue de 1,508 lo que
indica que la muestra puede estar contaminada con sales caotrdpicas fenoles o carbohidratos ya

que el rango ideal esta entre 2,0 - 2,2. Referencias, ver comentario anterior.
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Tabla 18
Absorbancia (260/280 y 260/230) para el aislamiento de &cidos nucleicos en la muestra de 18

horas de fermentacion variedad caturra sin buffer y compuestos traza

Promedio Abs 260/280 1,915+0,056
Promedio Abs 260/230 1,468+0,192

La tabla 18 presenta valores de absorbancia (A 260/280 y A 260/230) de la extraccion de
acidos nucleicos en medio de mosto sin compuestos traza y buffer para evaluar la calidad de los
acidos nucleicos extraidos.

Para los valores de absorbancia (A 260/280) el promedio obtenido fue de 1,915 lo que
muestra un resultado aceptable estando en el rango valido es de 1,8 a 2,0. Este resultado indica
que la muestra no estaba contaminada por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas,
teniendo una buena pureza.

Para los valores de absorbancia (A 260/230) el promedio obtenido fue de 1,468 lo cual
estad por debajo del rango adecuado, esto indica posibles contaminaciones o impurezas en el

proceso como sales caotropicas fenoles o carbohidratos.

4.6 Balance de materia y energia
4.6.1 Balance de materia

En la Hacienda El Roble, se generan aproximadamente 20 litros de mosto por cada 100
kilogramos de cereza de café procesada. Este subproducto, rico en compuestos fermentables, fue
aprovechado en este proyecto para estimular el crecimiento de levaduras Saccharomyces

cerevisiae. A partir de este proceso de fermentacion, se estima tedricamente la obtencién de 0,50
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kilogramos de biomasa de levadura. Esta biomasa contiene, a su vez, un total de 0,45 gramos de

acidos nucleicos.

4.7 Comparacion de resultados

4.7.1 Analisis de pH

Los resultados obtenidos del analisis del pH del mosto de café en diferentes intervalos de
tiempo durante el proceso de fermentacion ofrecen una visién importante sobre los cambios
quimicos que ocurren en la solucion. Como se observa en la Tabla 5, el pH inicial del mosto es
de 4.43. Esta acidez inicial es consistente con los valores tipicos encontrados en muestras de
mosto de café antes del inicio de la fermentacion, donde los &cidos presentes en el café
contribuyen a un pH relativamente bajo (Sikora et al., 2017). A las 3 horas, el pH muestra un
ligero aumento a 4.57. Este incremento podria ser indicativo de una disminucion inicial en la
concentracion de &cidos libres, probablemente debido a la accion de las bacterias o levaduras que
comienzan a metabolizar algunos de los compuestos acidos presentes (Davis et al., 2019). Sin
embargo, a las 12 horas, el pH contindla aumentando a 4.85, sugiriendo que la fermentacion esta
generando compuestos menos acidos, lo que podria ser resultado de la produccién de acidos
organicos menores y otras reacciones metabdlicas. EI descenso en el pH a 15 horas, donde
vuelve a ser 4.57, podria reflejar un equilibrio dindmico en la fermentacion, donde las tasas de
produccién y consumo de acidos estan en un punto de ajuste. Esta fluctuacion en el pH puede ser
atribuida a la variabilidad en la actividad microbiana o a cambios en la concentracion de
azucares fermentables que afectan el equilibrio acido-base (Kwon et al., 2021). A las 18 horas, el

pH disminuye a 4.14, indicando un incremento en la acidez de la solucion. Este comportamiento
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es tipico en procesos de fermentacion mas prolongados, donde la acumulacion de &cidos
organicos como acido acético y acido lactico puede contribuir a una mayor acidez (Géanzle et al.,
2016). La posterior ligera elevacion del pH a 4.00 en la muestra de 22 horas sugiere que el
proceso de fermentacion podria estar alcanzando una fase de maduracion donde las tasas de
produccion y consumo de acidos estan equilibradas nuevamente, aunque la disminucién en la
concentracion de azlcares podria estar influyendo en la reduccién de la acidez (Lopez et al.,

2020). Davis, C. R, et al. (2019).

4.7.2 Andlisis del aislamiento de acidos nucleicos

La concentracion y la calidad del aislamiento de &cidos nucleicos fue evaluada por un
nanodrop cuya concentracion media es 717,61 ng/uL y relacién media A260/A280 es 1.93. Estos
resultados fueron comparados con la concentracion de acidos nucleicos obtenidos por el método
reportado en el articulo “Estandarizacion de un protocolo sencillo para la extraccion de ADN
genomico de levaduras” cuya concentracion es 124,8 ng/uL y relacion A260/A280 1,86. Para el
protocolo de extraccion de ADN se utilizo la enzima Beta-glucoronidasa la cual aumenta el
costo. Lo que se buscd en este proyecto fue modificar el método para asi obtener buenos

resultados bajando el costo de produccion.
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5 Conclusiones

El uso de biomasa residual agroindustrial como medio de cultivo para Saccharomyces
cerevisiae es prometedor para la produccion de &cidos nucleicos, aunque se requiere una
optimizacion adicional de las condiciones para mejorar la eficiencia del proceso.

Por medio de este trabajo se pudo obtener acidos nucleicos a partir de Saccharomyces
cerevisiae aprovechando el residuo producido por la fermentacion del café llamado mosto,
estableciendo las mejores condiciones para el crecimiento de la levadura (18 horas de
fermentacion al 25% de concentracion, pH nativo de la muestra con buffer y compuestos traza),
por otro lado, el residuo producido por la industria de palma de aceite no obtuvo resultados
positivos, ya que este no presenta nutrientes suficientes para el crecimiento de la levadura.

Los resultados indicaron que el pH de las soluciones experimentales mostré una
tendencia a aumentar en las primeras horas y luego disminuir, sugiriendo cambios en la acidez y
en la concentracion de azucares a medida que avanzaba la fermentacion.

En cuanto a la concentracion de proteinas, se observaron fluctuaciones significativas a lo
largo del tiempo, con disminuciones iniciales seguidas de aumentos posteriores. Estos cambios
podrian estar relacionados con el metabolismo de la levadura y la adaptacion a las condiciones
del medio.

Los resultados evidencian que el mosto de café es un medio de cultivo més eficiente que
el POME para el crecimiento de Saccharomyeces cerevisiae debido a su mayor concentracion de
carbohidratos fermentables como la fructosa y la glucosa. Las diferencias en la composicion de

los residuos confirman que el POME carece de nutrientes esenciales para el metabolismo de la
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levadura, lo que limita su efectividad como sustrato. La variacion en las concentraciones de
mosto también afecta los rendimientos de biomasa, indicando que ajustes precisos en la
concentracion pueden mejorar el crecimiento. La velocidad especifica de crecimiento también
varid, con los cultivos mostrando una mayor tasa de crecimiento a las 3 y 12 horas en
comparacion con las 15y 22 horas, lo que sugiere diferencias en la fase exponencial de

crecimiento y la entrada a la fase estacionaria.
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6 Recomendaciones

Automatizacion y Control: La implementacion de sistemas automatizados para el
monitoreo de parametros de cultivo y el control de condiciones facilitara la recoleccion de datos
y permitira realizar ajustes en tiempo real durante la fermentacion. Esto puede mejorar la
eficiencia del proceso y la calidad de los resultados obtenidos.

Evaluacién de Aplicaciones Préacticas

Estudios de Escalabilidad: Es crucial realizar estudios de escalabilidad para evaluar la
viabilidad de aplicar los resultados obtenidos en cultivos a mayor escala o en condiciones
industriales. Esto ayudara a validar la aplicabilidad de los medios de cultivo desarrollados y su
potencial para aplicaciones a gran escala.

Investigacion en Aplicaciones Biotecnoldgicas: Explorar como los &cidos nucleicos
producidos en este estudio pueden ser utilizados en aplicaciones biotecnoldgicas, como la
sintesis de productos bioactivos o en la investigacion genémica, puede abrir nuevas vias para la
aplicacion préctica de los resultados obtenidos.

Estas recomendaciones estan orientadas a profundizar en la comprension de los procesos
involucrados en la fermentacion y a mejorar la eficiencia y aplicabilidad de la produccion de
acidos nucleicos utilizando biomasa residual agroindustrial. Se sugiere que futuras
investigaciones consideren estos aspectos para avanzar en la optimizacién de procesos y explorar

nuevas aplicaciones practicas.
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