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RESUMEN

Los residuos de confiteria son ricos en azucares fermentables, con potencial
para la bioconversion y obtencién de productos con alto valor agregado, como los

acidos organicos.

La bioproduccion del polimero de acido malico ha tomado relevancia en los
ultimos afios, a partir del cual es posible obtener acido méalico, cuyo uso como

acidulante es amplio en la industria de los alimentos.

Mediante la utilizacion de una cepa de Aureobasidium pullulans actuando sobre
un medio modelo, se obtuvieron rendimientos en el rango de 0.2-0.4 gpma/Qsustrato al
evaluar la relacidon glucosa-sacarosa del medio, y el contenido de citrato y malato de
sodio en un disefio experimental factorial. Al escalar el experimento a nivel piloto y
utilizando jarabes a base de residuos de confiteria en un reactor tipo batch el
rendimiento fue de 0.81 grma/gsustrato.

Los datos experimentales obtenidos a nivel piloto de crecimiento microbiano,
produccion del polimero y produccién de biomasa se ajustaron al modelo de Gompertz,

con valores de R? superiores a 0.97

La utilizacién de residuos de confiteria presenta la ventaja de no requerir pre
tratamientos, ademas de brindar una opcion para la disminucién de costos por

almacenamiento, transporte y tratamiento de estos productos.

Palabras Clave: Poliacido malico, acido malico, Aureobasidium pullulans, confiteria,
fermentacion.
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ABSTRACT

Confectionery waste is rich in fermentable sugars, with the potential for
bioconversion and obtaining products with high added value, such as organic acids.

The bioproduction of the malic acid polymer has become relevant in recent
years, in order to produce malic acid, this acid is highly used as an acidulant on food

industry.

Through the use of a strain of Aureobasidium pullulans acting on a model
environment, yields betweem 0.2-0.4 grma / Qsubstrate Were obtained by evaluating the
glucose-sucrose ratio of the environment and the content of citrate and sodium malate
on a factorial experimental design. After the experiments were scaled up to a pilot level
and using syrups based on confectionery waste in a batch reactor, the yield obtained

was 0.81 grma / JSubstrate.

The experimental data obtained for microbial growth, polymer production and
biomass production at the pilot level were adjusted to the Gompertz model, with R?
values higher than 0.97

The use of confectionery waste has the advantage of not requiring pre-
treatments, also offers an option to reduce costs of storage, transportation and

treatment of these products.

Key Words: Poly acid malic, malic acid, Aureobasidium pullulans, Confectionery,
Fermentation
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Abreviaturas

°Brix Grados Brix

APD Agar papa dextrosa

AR AzUcares reductores totales

AT Azlcares totales

CC Tipo de duce caramelo macizo CC

DCW Biomasa por peso seco celular

DE Dextrosa equivalente

FDA Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos

GNA Gauss-Newton

GRG Generalizado de gradiente reducido

JR Tipo de dulce caramelo macizo JR

LM Levenberg-Marquardt

MFAmM Medio de fermentacion para Aureobasidium melanogenum

MFAp Medio de fermentacién para Aureobasidium pullulans

N Tipo de dulce caramelo suave N

PMA Poli(B)acido malico

RPM Revoluciones por minuto

SCAmM Inéculo inicial para Aureobasidium melanogenum

SCAp Inéculo inicial para Aureobasidium pullulans

TCA Ciclo de los acidos tricarboxilicos

vvm Volumen de aireacion por volumen de medio de fermentacion
Simbologia

a Volumen de la solucion de la muestra

A Parametro aproximadamente igual a yo

AR Azucares reductores totales

AT Azlcares totales

b Factor de Fehling

B Velocidad de crecimiento relativo

C Volumen gastado

C Recuentos microbianos

C(t) Concentracion al tiempo t

C(t)exp Concentracion experimental

XViii



C(t)teoG
C(t)teoo
C(t)teoP
Co
Cmax
CT

d

DCW

DCW;
DE

DEI

MST
MSE
MYL

N(t)

Concentracion tedrica ajustada al modelo de Gompertz
Concentracion tedrica ajustada al modelo de Ozilgen
Concentracion tedrica ajustada al modelo de Peleg
Concentracion inicial

Concentracion maxima

Cuenta total de Mohos

Peso de la muestra

Concentracion de peso seco celular
Cantidad de biomasa final

Dextrosa equivalente

Porcentaje de dextrosa equivalene de la muestra invertida
Grados de libertad

Peso de la muestra

Parametro de distribucion de Fisher

Datos calculados con el modelo

Constantes del modelo

Constante de Michaelis-Menten

Masa de la muestra

Tiempo para alcanzar tasa de crecimiento maxima
Masa de concentracion i

Minimo cuadrado

Error cuadrado medio total

Error cuadrado medio de regresion
Cuenta microbiana

NUmero total de variables

Tamario de la poblacién microbiana
Numero total de experimentos
Parametros del modelo

NUmero total de datos

NUmero de datos
Numero de datos de la muestra
Numero de variables independientes del modelo

Probabilidad

Parametro del modelo de Baranyi y Roberts
NUmero de puntos centrales

Poliacido malico

Cantidad de poli(B)acido malico final

XiX



RZ
R2?adj
Ro/s
Rp/s

Ymax
Yteob
Yteog
Yteol
a(t)

Y(t)

Rendimiento

Coeficiente de determinacion
Coeficiente de determinacion ajustado
Rendimiento de la biomasa
Rendimiento del producto

Desviacion estandar

Error Estandar

Suma de cuadrados

Solidos solubles totales consumidos
Solidos solubles totales finales

Maximo de sélidos solubles totales
Varianza de la muestra para prueba t
Tiempo

Valor t de la distribucion t-student
Volumen de la muestra

Volumen de concentracion i
Volumen de la muestra (DCW)

Peso final (DCW)

Peso inicial (DCW)

Variable real

Densidad microbiana

Variable transformada por escalamiento
Densidad microbiana maxima

Valor promedio de la muesta

Logaritmo natural de la densidad microbiana al tiempo t
Logaritmo natural de la densidad microbiana inicial
Valores experimentales de crecimiento microbiano

Datos experimentales obtenidos

Logaritmo natural de la densidad microbiana maxima
Valores tedricos ajustados al modelo de Baranyi-Roberts
Valores tedricos ajustados al modelo de Gompertz
Valores tedricos ajustados al modelo logistico

Tasa de crecimiento en la fase de latencia

Parametro

Tasa de crecimiento en la fase estacionaria

XX



Tiempo de latencia

Tasa de crecimiento especifica

Tasa de crecimiento especifica maxima
Tasa de crecimiento exponencial
Densidad

Varianza

XXi



INTRODUCCION

La confiteria es un area de la tecnologia de alimentos referida a aquellos productos
cuyo componente principal y basico es un edulcorante, principalmente azucar. Los
productos de confiteria datan desde hace 3000 afios en Egipto, y su evolucion y
diversificacion se encuentra ligada al desarrollo de la industria del azicar (Bedolla,
2004).

Dentro de las materias primas utilizadas para la elaboracién de estos productos se
encuentran los acidos organicos. Entre los compuestos que entran en esta categoria
destacan los &cidos: acético, adipico, benzoico, citrico, fumarico, lactico, propionico,

tartarico y malico.

La finalidad de la adicion de estos compuestos en los alimentos es principalmente
reducir el pH, sin embargo, cumplen con otras funciones como: amortiguadores de pH,
conservadores, saborizantes, promotor de reacciones, secuestradores de iones,

inhibidor de reacciones, etc. (Badui, 2006).

En confiteria su uso principal es acidular, es decir otorgar sabor &acido a los
productos, que conlleva a mejorar o redondear las notas frutales y como efectos
secundarios reduce el pH, en muchos casos contribuyendo al aumento de vida de

anaquel.

Aungue muchos de estos acidos se encuentran presentes de manera natural en
diferentes vegetales, su uso extendido en la industria demanda altos volumenes que

solo son satisfechos mediante su produccion quimica a gran escala.

En este trabajo de investigacion se aborda el caso especifico del acido malico que,
en conjunto con los acidos citrico, lactico y fumarico, corresponde a los acidos
organicos de mayor uso en confiteria. El &cido malico en particular presenta la ventaja
de otorgar un sabor acido suave que se retiene en las papilas gustativas durante mas

tiempo que otros acidos, permitiendo alcanzar las notas deseadas sin la adicion de



grandes cantidades. Esto permite entre otras cosas, valores de acidez menores, que

en el caso particular de confiteria permiten retardar la inversion de la sacarosa.

Actualmente, la produccion habitual de este compuesto es a partir de &cido
fumarico, mediante una transformacion enzimatica o por hidratacion de este y/o del
acido maleico a altas temperaturas y presiones, ambos derivados del anhidrido
maleico. A su vez el anhidrido maleico se puede producir ya sea por oxidacion selectiva
de n-butano o por oxidacion selectiva de benceno, ambos derivados directos de
hidrocarburos.

Debido a las materias primas requeridas para su obtencion, la produccién de acido
malico conlleva altos costos en consumo de energia y medioambientales al requerir
derivados de petréleo en su elaboracién. La busqueda de procesos libres de

petroquimicos ha generado la investigacion sobre otros mecanismos de obtencién.

Directamente, este &cido organico puede ser obtenido mediante biocatalisis y/o
fermentacién. La conversion del &cido fumarico en 4cido malico es catalizada por la
enzima fumarasa y su produccién mediante fermentacion conlleva una ruta metabdlica

comun al acido succinico y fumarico (Presecki, 2005).

A partir de acido fumarico, presenta la desventaja que este compuesto comparte la
ruta quimica a partir de petroquimicos. En el caso de la bioproduccién se han seguido
dos estrategias principales: la utilizacion de microorganismos hiperproductores y la
creacion de nuevas cepas productoras mediante el empleo de técnicas de ingenieria
metabdlica (Werpy, 2004).

Sin embargo, la obtencion directa del acido mediante fermentacion requiere
mejoras importantes en la tolerancia a los acidos de los microorganismos, lo que sigue
representando un reto importante para su obtencion por esta via (Cao, 2011). A la
fecha, no se ha desarrollado un proceso de fermentacion para produccion industrial de

este acido.



En afios recientes, la bioproduccion del polimero de &cido mélico ha tomado
relevancia, al no contar con la desventaja de inhibir el crecimiento de la biomasa y ser

por si solo un compuesto con un campo de aplicacion prometedor.

El poli B-L-acido malico, es un polimero conformado por repetitivas unidades de L-
malil, que son ligadas mediante enlaces de éster entre un grupo carboxilo y un grupo
hidroxilo, los cuales forman una molécula adyacente de acido L-malico (Li, 2015). Es
un biopolimero natural con caracteristicas sobresalientes de biocompatibilidad,
biodegradabilidad, solubilidad en agua, y no-inmunogenicidad, ademas de ser
facilmente modificable quimicamente y disponible como materia prima sustentable.
También cuenta con aplicaciones en la produccion de detergentes, plasticos
biodegradables u otros biomateriales (Liu, 1997), ademas que como producto de su
hidrélisis se obtiene acido L-malico (Chi, 2016a).

Los mayores productores de PMA son cepas de Aureobasidium spp. aisladas de
diferentes ambientes. Altas concentraciones (40-124 g/L), rendimiento (0.3-0.87 g/g) y
productividad (0.3-1.22 g/Lh) de PMA, pueden ser producidos por este microorganismo
mediante fermentacion, utilizando glucosa como sustrato (Cao, 2012; 2014; Chi,
2016b; Ma, 2013; Wang, 2015; Zhang, 2011; Zou, 2013), y con la finalidad de utilizar
sustratos de bajo costo se han realizado estudios a partir de desperdicio de papa (Zan,
2013), molasa de soya (Cheng, 2016), olote (Zou, 2015; 2016) y paja de trigo
(Manichotpisit, 2013). Sin embargo, todos ellos tienen que pasar por un proceso previo,
enzimatico y térmico para obtener los azlcares fermentables, lo cual afiade costo al
proceso Yy la posible generacion de quimicos perjudiciales inhibiendo el crecimiento del

microorganismo (Zhang, 2016).

Por lo que la busqueda de materias primas que no impliquen procesos previos ha
tomado relevancia, algunos pioneros en este tema son Wei (2016) con el uso de jugo
de cafia de azucar, ademas de Zeng (2018,2019) y colaboradores que han obtenido

buenos resultados utilizando jarabe de malta. Ademas de los residuos de industrias



primarias, es interesante analizar los residuos de otras industrias de transformacion

como materia prima potencial para estos procesos.

La industria de la confiteria representa un area de oportunidad importante, al
generar residuos ricos en azucares fermentables, resultado de producto terminado

fuera de especificacion.

La empresa con quien en conjunto se elabor6 este trabajo de investigacion se
dedica a la elaboracién de productos de confiteria, y como parte de su actual proceso
productivo, existen diversos factores que pueden afectar la calidad del producto
disminuyéndola al grado de no poder ser destinado al consumidor final.

Siempre y cuando no represente un riesgo de inocuidad, y con la finalidad de
reducir costos por desperdicio, el producto que no cumple con las especificaciones de
calidad (textura, sabor, color, etc.), al cual se le denominard merma, es destinado a

un proceso de recuperacion.

Dicho proceso tiene como objetivo recuperar el contenido de azlUcares presente en
la merma, obteniéndose un jarabe rico en azucares, que formara parte del contenido

inicial de sdlidos en las primeras etapas de la produccién principal.

Debido a especificaciones de calidad del producto final, no es posible recuperar
toda la merma producida, por lo que en la busqueda de diversificar el aprovechamiento
de estos residuos se ha planteado la produccién de poliacido malico a través de

fermentacion de los jarabes obtenidos en el proceso de recuperacion.



1. ANTECEDENTES

1.1.LA INDUSTRIA DE LA CONFITERIA

Debido a su estructura, los productos de confiteria se pueden agrupar en dos
categorias: cristalinos y no cristalinos, entre los primeros se encuentran los chocolates,
cremas, mazapan, tabletas de azucar comprimida, nougats, fudge; los productos no
cristalinos o amorfos corresponden a productos como los caramelos, chiclosos,

gelatinas, gomas y paletas (Bedolla, 2004).

En México, la industria de la confiteria se segmenta en dos areas principales;
golosinas o dulces de azucar y chocolate. La primera, a su vez, se divide en: caramelo
duro, caramelo suave, comprimidos, paletas, gomitas, confitados, goma de mascatr,

entre otros (Legiscomex, 2009)
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Figura 1.1 Valor total de produccién en la elaboracion de dulces, chicles y productos de confiteria
distintos al chocolate (millones de pesos corrientes). Fuente: INEGI.

Haciendo un especial enfoque en la elaboracién de golosinas o dulces de
azucar, en la Figura 1.1, se puede apreciar la evolucién del valor de este segmento de
la industria alimentaria a través del tiempo a nivel nacional, pudiendo observar un

comportamiento constante hasta 2012 (INEGI), cuando comienza la depreciacion de



la moneda nacional y se realizan reformas importantes para la venta de productos con
altos contenidos caldricos (Morales, 2016). Sin embargo, en la misma figura se

observa la recuperacion del comportamiento creciente después del afio 2014.

1.1.1. Principales materias primas utilizadas en confiteria

La elaboracion de los productos de confiteria se basa en la preparacion de jarabes
concentrados de azucar, los que posteriormente son sometidos a coccion lenta,
sostenida y cuidadosa, que los convierte en una masa que adquiere la textura

caracteristica del tipo de dulce deseado (Bedolla, 2004).
Las principales materias primas utilizadas son:

e Edulcorantes: azlcar (sacarosa), jarabes de maiz (glucosa), azlcar invertido,
miel, almidén y melazas.

e Solidos de leche

e Grasas

e Aditivos, como potenciadores de sabor, antioxidantes, gelificantes, saborizantes
y colorantes, acidulantes

e Oftros

Edulcorantes

La industria de la confiteria se ha desarrollado alrededor de las propiedades de su
principal ingrediente: la sacarosa, un disacarido no reductor, cuyos monosacaridos
constituyentes son la glucosa (dextrosa) y la fructosa, ambos reductores (Edwards,
2000).

Se utiliza este ingrediente en varias formas, que varian en tamafio de particula
segun las necesidades del producto a elaborar. Este puede ser granulado (azucar
molido en estado cristalino), azlcar glass y jarabes de sacarosa, generalmente al 66%
p/v (Edwards, 2000).



Otra fuente importante de sélidos y azlcares, que representan la segunda
materia prima utilizada en los productos de confiteria, son los jarabes de glucosa.
También conocidos como jarabes de maiz, debido a que en su mayoria derivan de la
hidrolisis acida del almidén obtenido por molienda humeda de este grano. (Badui,
2006).

No obstante su nombre, el principal componente no es la glucosa, sino la
maltosa y su especificacion esta en términos de “dextrosa equivalente”, abreviado
como DE (Badui, 2006), la cual representa una medida del grado de hidrdlisis de la
molécula de almiddén y el contenido de azucares reductores directos, expresado como
un porcentaje en base seca (Badui, 2006). El jarabe de glucosa mas comun utilizado

en confiteria tiene un valor de DE de 42 o cercano (Edwards, 2000).

Los productos de confiteria pueden contener distintos tipos de carbohidratos,
los cuales se clasifican de acuerdo a la Tabla 1.1. El almidon del cual derivan los
jarabes de glucosa, esta conformado por polisacaridos cuya unidad fundamental son
moléculas de glucosa, como resultado de su hidrdlisis estos jarabes contienen tanto el

monosacarido como oligosacaridos de 2 hasta n unidades de glucosa y maltodextrinas.

Tabla 1.1 Clasificacién de los principales carbohidratos encontrados en alimentos,

Monosacaridos — (')Ilgosacarldo.s —
Disacdridos Polisacaridos
Glucosa Maltosa Almidon
Fructosa Sacarosa Glucégeno
Galactosa Lactosa Celulosa

Grasas vegetales

Su uso en confiteria tiene la finalidad de sustituir otras grasas, como la grasa
butirica. Contribuyen a brindar textura, y en general, al resto de las propiedades
sensoriales, por lo que se utilizan en pequefias proporciones para no transmitir sabores
indeseables a los productos (Edwards, 2000; Badui, 2006).

Las grasas vegetales mas utilizas en confiteria son de palma, algodon, coco y

soya, segun el uso estos pueden ser o0 no hidrogenados (Badui, 2006).



Aditivos

Segun la FDA (Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos),
un aditivo es un material que se aflade de manera intencionada, generalmente en
pequefias cantidades, a otra sustancia para mejorar su apariencia, sabor, color o
estabilidad (Edwards, 2000).

En la elaboracion de productos de confiteria, se pueden encontrar una cantidad
importante de estas sustancias. Dentro de los mas importantes se encuentran los
saborizantes, colorantes, acidulantes, estabilizantes, amortiguadores de pH, entre
otros (Edwards, 2000).

1.1.2. Los acidulantes usados en alimentos

En general, ademas de reducir el pH, cumplen con otras funciones como:
amortiguadores de pH, conservadores, saborizantes, promotor de reacciones,
secuestradores de iones, inhibidor de reacciones, etc. (Badui, 2006). En los productos
de confiteria, su uso se enfoca en brindar sabor acido al producto, ademas, tienen
como efecto secundario la disminucion del pH que, en conjunto con otros factores,

otorga una vida de anaquel prolongada a los dulces y golosinas (Edwards, 2000).

Entre los compuestos que entran en esta categoria destacan los acidos organicos:
acético, adipico, benzoico, citrico, fumarico, lactico, propiénico, tartarico y malico.

Algunos de estos se representan en la Figura 1.2 (Badui, 2006).

?HQCHQCOOH HOOC(lle Cl)HQCOOH
CH,CH,COCH HCCOOH CH,COOH
acido adipico acido fumarico acido succinico
HO(leCOOH (‘IHQCOOH HOCHCOOH
|
CH,COOH HOCCOOH HOCHCOOH
acido malico CH,COOH acido tartarico

acido citrico

Figura 1.2 Acidos organicos méas comunes utilizados en alimentos.



Con excepcion del fumérico, la mayoria de ellos son solubles en agua. De
hecho, la seleccion para su uso estd dada por su solubilidad, asi como la
compatibilidad con otros ingredientes, el costo, el sabor, etc. En la Tabla 1.2 se
presentan algunas de las propiedades fisicoquimicas de los acidos con mayor uso en

alimentos (Garcia, 2005).

Tabla 1.2 Propiedades de algunos acidulantes utilizados en alimentos.

Acido Malico Fumarico Citrico Tartarico
Sabor acido suave acido acido acido amargo
Punto de fusién °C 130 286 153 168
Densidad relativa de
soluciones saturadas a 1.25 1 1.28 1.27
25°C
Solubilidad en agua a

1
25°C (g/100 ml H,0) 60 > 60 38
Calor de solucion
kcal/mol a 25°C 4.9 i 3.9 3.3
Viscosidad de
soluciones acuosas a 6.5 - 6.5 6.5
25°C (centipoises)

Fuente: Johnson, A. & Peterson M., Encyclopedia of Food Technology, 1974.

El uso de compuestos acidulantes en la conservacién y mejora de propiedades

organolépticas en alimentos es extenso. Estas sustancias, denominadas
genéricamente acidos organicos, son intermediarios o productos terminales de ciclos
metabdlicos basicos, que ocurren en gran variedad de organismos vivientes (Garcia,

2005).

Cada é&cido utilizado en la industria de alimentos cuenta con ventajas o desventajas
en su aplicacion de acuerdo al producto donde se aplique, en la industria de la
confiteria los acidos mas utilizados son citrico, malico, lactico y fumarico. Siendo el uso
de acido citrico mas extenso debido a su disponibilidad y reducido costo, no obstante
el acido malico confiere un sabor acido suave a los productos, el cual se retiene en las

papilas gustativas durante mas tiempo que el acido citrico. Esto promueve un aumento



en la duracion del sabor, sin embargo la limitante del costo hacia el producto final

puede tener un peso importante al momento de seleccionarlo.
1.2.ACIDO MALICO

El &cido malico, es un compuesto organico 6pticamente activo. Es decir, presenta
enantiomeros o isomeros opticos, que son dos imagenes especulares de la molécula
o dos estructuras espaciales no superponibles. Las moléculas quirales tienen la
propiedad de desviar (rotar) el plano de luz polarizada un cierto angulo. Si rota la luz
hacia la derecha se le denomina dextrdgiro (D) o (+) y si lo desvia hacia la izquierda
se le llama levégiro (L) o (-). La importancia de estos compuestos radica en que los
isbmeros pueden presentar diferentes interacciones moleculares afectando asi su

actividad bioldgica y/o quimica.

Para el caso del &cido malico, es solo el isémero éptico de la serie (L) producido
naturalmente en un ciclo de reacciones bioguimicas, trascendentales para el
metabolismo de animales y plantas, conocido con el nombre de ciclo del acido citrico,
o ciclo de Krebs (CORDIS, 2005), sin embargo por sintesis quimica no es posible
obtener un solo isémero, por lo que siempre se obtendran mezclas (DL), conocidas

como racémicas, que no producen desvio de la luz polarizada.

El mercado global de acido malico ha sido valuado en 159 millones de dolares en
2016 (Grand View Research, 2018), el cual va en aumento debido a sus diversas
aplicaciones. Su uso mas extendido es como acidulante en bebidas carbonatadas y
no carbonatadas, mejorando el perfil de sabor acercandolo mas al natural y otorga
estabilidad al pH. El éxito en estas aplicaciones se le atribuye entre otras razones, a
qgue logra enmascarar resabios desagradables de edulcorantes artificiales y algunas
sales, y se le atribuye sinergia con algunos edulcorantes artificiales. Cerca del 52% del

consumo global de DL-acido malico es destinado a estos productos (IHS, 2016).

También es utilizado en sidras y vinos para mantener un sabor consistente y en

confiteria debido a su alta solubilidad, sabor acido suave y bajo punto de fusion
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(Thirumalai Chemicals, 2017). Adicionalmente se le han encontrado otros usos en
cosmética y farmacia, a partir de él se pueden obtener diversos derivados, comunes a
los producidos a partir de acido succinico y fumarico, tales como 1,4-butanodiol,
tetrahidrofurano, butirolactona y pirrolidinonas. Sus propiedades quirales son de
especial interés en la obtencién de derivados 6pticamente activos. Una aplicacion de
creciente importancia es su uso como monomero en la sintesis de poliésteres, tal como

el poliacido malico y sus derivados. (Polynt S.p.A., 2016)

Los cristales de &cido malico en solucién acuosa son blancos, mientras que sus
cristales anhidros son traslucidos, no higroscépicos (en condiciones normales) y no
volatiles, con un punto de fusidén de 130°C. Su primera constante de disociacion (Ki=4
x 104 a 25°C) otorga al acido malico relativamente fuertes propiedades acidas,
suficientes para dar una concentracion bastante alta de iones hidrogeno, pero al mismo

tiempo, débiles como para crear una solucién tampoén efectiva. (Polynt S.p.A., 2016)

La produccion habitual de este compuesto es a partir de acido fumarico, mediante
una transformacion enzimatica o por hidratacion de este y/o del acido maleico a altas

temperaturas y presiones, ambos derivados del anhidrido maleico.

1.2.1. Produccién industrial del acido malico

El &cido malico es producido industrialmente a partir de otros compuestos, tal como
se esquematiza en la Figura 1.3, partiendo de fuentes fésiles, la materia prima principal
para la sintesis quimica de los precursores o intermediarios en la produccion del acido
DL-malico son el alcano butano y el hidrocarburo aromatico benceno. A partir de
ambos es posible la obtencion del anhidrido maleico, el cual es precursor de un
sinnimero de compuestos quimicos, debido a su doble enlace insaturado y a su acido

anhidrido que intervienen en una gran variedad de reacciones quimicas.
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Figura 1.3 Produccién de acido DL-malico a partir de fuentes fésiles.

El anhidrido maleico se puede producir ya sea por oxidacion selectiva de n-

butano o por oxidacion selectiva de benceno.
Produccién de anhidrido maleico a partir de benceno

La via benceno es el proceso mas antiguo, industrialmente utilizado desde
1933. La reaccion se lleva a cabo en fase gas, entre 400-450 °C, en un reactor tubular,
con el uso de un catalizador de 6xido mixto Mo/V. La conversion es casi total (96%
aprox.), la selectividad del anhidrido puede ser hasta del 73%. (USA Patente no. 4 855
459, 1989).

No obstante que, la cantidad de benceno sin reaccionar es baja, este debe ser
adsorbido y reciclado, o quemado. Las emisiones de este compuesto a la atmosfera
no pueden ser superiores a 5 ug/m? debido a regulaciones ambientales. (USA Patente
no. 4 941 895, 1989).
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Produccién de anhidrido maleico a partir de n-butano

La via n-butano es utilizada desde 1974, se realiza a 400 °C en fase gas con un
catalizador de 6xido mixto de V/P (Asghar, 2010). La conversién alcanzada varia
dependiendo las tecnologias empleadas, desde un 65 hasta un 80%, sin embargo, la
selectividad del anhidrido alcanza hasta el 86%. (Turton, 2003). Para el 2011, el 80%
del anhidrido maleico se producia a partir de n-butano, el restante por la via del
benceno. (Shekari, 2011).

Mediante la hidrolisis del anhidrido se obtiene el acido maleico, el cual es un
acido dicarboxilico, cis-isémero del acido butenodioico, donde el acido fumarico es el

isbmero trans. En relacién a su anhidrido, el acido maleico tiene pocas aplicaciones.

Es menos estable que el &cido fumarico, pero mas soluble. Ambas propiedades
se le atribuyen a la unién intramolecular que se lleva a cabo en el acido maleico a
expensas de las interacciones intermoleculares, las cuales no son posibles en el caso

del 4cido fumarico por razones geométricas (Shekari, 2011).

Su principal uso industrial es su conversion a acido fumarico, mediante la
isomerizacion cis-trans del 4cido maleico, catalizada por una variedad de reactivos
como &cidos minerales y tiourea. La reaccion es casi cuantitativa y se realiza en
disolucién acuosa, a 150°C sin catalizador, y a 100°C con catalizador (H202, tiourea,
persulfato amédnico, etc.) (Weissermel, 1981). La baja solubilidad del acido fuméarico

permite su purificacion.

Mas del 40% de la produccién de acido fuméarico se emplea para producir
poliésteres, entre el 10 y 20% se destina para la obtencién de acido L-malico o D-
malico, la cual se realiza por hidratacion catalizada por protones a altas temperaturas
y presiones. También puede ser producido mediante biotransformacion de fumarato

usando células inmovilizadas o fumarasa.

13



Sin embargo, todos los medios descritos requieren derivados del petréleo, por
lo que debido al costo medioambiental y a la busqueda de procesos libres de

petroquimicos se ha generado investigacion sobre otros mecanismos de obtencion.

1.2.2. Métodos alternativos de produccion

El &cido mélico (acido hidroxibutanodidico o hidroxisuccinico) en conjunto con el
acido succinico y fumérico, forman los &cidos C4 dicarboxilicos, que pueden ser
obtenidos mediante procedimientos biotecnoldgicos con potencial de aplicacidn como
productos quimicos basicos. Se agrupan debido a que comparten rutas de produccion
biolégica muy similares y a partir de ellos puede obtenerse una gama comun de

compuestos quimicos derivados, su ruta metabdlica se describe en la Figura 1.4.

Glucosa
(carbohidratos)

Glicolisis

Fosfoenolpiruvato (PEP) [===>{ Piruvato |

A
Malato |———————{__Acido Malico _|

O

©

©

N Fumarasa

c ) 4

- Fumarato Acido Fumarico |
©

g Fumarato

o deshidrogenasa

[ h 4

Succinato Acido succinico |

Figura 1.4 Ruta metabdlica para la sintesis de los &cidos succinico, fumarico y malico.

El acido malico al ser un compuesto quiral puede presentarse en cualquiera de sus
dos configuraciones (L o D), siendo la L especificamente la sintetizada por los sistemas
bioldgicos (Magnuson, 2004). Este acido puede ser obtenido mediante biocatalisis y/o
fermentacién. La primera consiste en la conversion del acido fumarico en 4cido malico
catalizada por la enzima fumarasa, utilizando células permeabilizadas de la levadura

Saccharomyces bayanus se han logrado conversiones de hasta 82%.
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La produccion mediante fermentacion conlleva una ruta metabolica comun al &cido
succinico y fumérico (Presecki, 2005). Se han seguido dos estrategias principales para
la produccién de este acido: la utilizacion de microorganismos hiperproductores de un
modo natural y la creaciéon de nuevas cepas productoras mediante el empleo de

técnicas de ingenieria metabdlica (Werpy, 2004).

Algunos microorganismos que pueden producir este 4cido, via fermentativa a partir
de glucosa y otros carbohidratos, son varias especies de Aspergillus (Battat., 1991;
West, 2011), Zygosaccharomyces rouxii (Taing, 2007), Schizophyllum commune
(Kawagoe, 1997) y algunas especies de Rhizopus, aunque éstos ultimos producen

mas otros acidos como el lactico y el fuméarico (Magnuson, 2004).

Uno de los microorganismos con mejores rendimientos es Aspergillus flavus, el
cual puede producir hasta 113 g/L con una productividad de 0.59 g/L-h (Battat, 1991).
Sin embargo, debido a su patogenicidad, esta limitado su uso para aplicaciones
industriales. Otro problema que presenta la obtencibn de acido malico por
fermentacion es la coproduccion de otros acidos organicos, como los acidos succinico
y acético (Goldberg, 2006), lo que vuelve el proceso de purificacion complejo y costoso
(Zhang, 2011).

Utilizando cepas genéticamente modificadas, la fermentacion se ve severamente
limitada por productos inhibidores, resultando en bajas producciones (menores de 60
g/L). La ingenieria metabdlica y evolutiva ofrece estrategias prometedoras para
mejorar la fermentacion industrial de &cidos organicos, sobre concentracion del
producto, rendimiento y productividad a niveles econdmicos. Sin embargo, requiere
mejoras importantes en la tolerancia a los acidos de los microorganismos, lo que sigue
representando un reto importante (Cao, 2011). Algunos microorganismos
recombinantes con una produccidon elevada de acido malico incluyen a
Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli (Moon, 2008; Zelle, 2008; Zhang, 2011b).
A pesar de los estudios al respecto, a la fecha, no se ha desarrollado un proceso de

fermentacion para produccién industrial directa de este acido.
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1.2.3. Obtencidn de poliacido malico (PMA)

La bioproduccion del polimero de acido malico ha tomado relevancia en los ultimos
anos, al no contar con la desventaja de inhibir el crecimiento de la biomasa y por si

solo ser un compuesto con un campo de aplicacion prometedor.

El poli B-L-acido malico, es un polimero conformado por repetitivas unidades de L-
malil, que son ligadas mediante enlaces de éster entre un grupo carboxilo y un grupo
hidroxilo, los cuales forman una molécula adyacente de acido L-malico (Li, 2015). Los

a-carboxilatos estan libres e ionizados a pH neutro.

Es un biopolimero natural con caracteristicas sobresalientes de biocompatibilidad,
biodegradabilidad, solubilidad en agua, y no-inmunogenicidad, ademas de ser
facilmente modificable quimicamente y disponible como materia prima sustentable.
También cuenta con aplicaciones en la produccion de detergentes, plasticos
biodegradables u otros biomateriales (Liu, 1997), como sistema de entrega de
farmacos (Holler, 1992), ademas que como producto de su hidrolisis se obtiene acido
L-malico (Chi, 2016).

Este compuesto quimicamente puede ser sintetizado por dos vias, polimerizacion
de anillo-abierto y policondensacion directa a altas temperaturas (110-140 °C) (Vert,
1979; Kajiyama, 2004). Sin embargo, los procesos quimicos son muy complicados e
implican un alto costo energético, las condiciones de reaccidn no son amigables con
el medio ambiente y el material de inicio es el anhidrido maleico, un derivado del

petréleo (Kajiyama, 2004).

Es por ello, la importancia de generar un proceso técnicamente factible y
econdémicamente rentable para la produccion de este polimero a partir de fuentes de

carbono como la glucosa mediante fermentacion de un solo paso.

Mediante fermentacién, los mayores productores de PMA son cepas de mohos

del género Aureobasidium aisladas de diferentes ambientes. En la Figura 1.5 se
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presentan los diferentes isomeros del polidcido malico, solo el tipo B es producido por

Aureobasidium spp.

COOH COOH
COOH COOH / Q

: / 0 . s ” A p
r A g = Lo\ L(,,
107 N+ o )
l ‘ Q| X y
0
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Figura 1.5 Los tres diferentes isomeros de poliacido malico.

n

En afios recientes, varias cepas de Aureobasidium pullulans, capaces de producir
polimeros extracelulares, incluyendo PMA, han sido aisladas (Li et al, 2015). Altas
concentraciones (40-124 g/L), rendimiento (0.3-0.87 g/g) y productividad (0.3-1.22
g/Lh) de PMA con un peso molecular de 4000-200,000 Da, pueden ser producidos por
este microorganismo mediante fermentacion, utilizando glucosa como sustrato (Cao,
2012; 2014; Chi, 2016b; Ma, 2013; Wang, 2015; Zhang, 2011; Zou, 2013). En los
altimos afos otra especie, Aureobasidium melanogenum, ha demostrado también la

capacidad para la produccion de este polimero (Zeng, 2018, 2019).

1.2.4. Aureobasidium spp

El género Aureobasidium incluye entre 14 y 26 especies (UniProt Consortium,
2009). La base de datos de la Asociacion Micolégica Internacional lista 6 variedades
de A. pullulans (Robert, 2005; Zelle, 2008), dentro de las que hasta hace pocos afios
se incluia melanogenum como una de sus variedades y que actualmente se considera

como nueva especie. En la Tabla 1.3 se describe la taxonomia de este género.

Tabla 1.3 Taxonomia de Aureobasidium spp.

Reino Fungi Orden Dothideales
Filo Ascomycota Familia Dothioraceae
Clase Dothideomycetes | Género Aureobasidium

Fuente: Instituto Nacional de Salud Publica de Québec

Aureobasidium es un moho saprdéfito ubicuo (Samson, 2004), que generalmente
se considera como un contaminante ambiental (Larone, 1987; Patterson, 2009). Es

comun en zonas templadas, encontrado en el suelo de bosques, fuentes de agua
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dulce, en porciones aéreas y superficies foliares de las plantas, asi como en semillas
de trigo, cebada, avena y algunas nueces (Hawkes, 2005; Patterson, 2009; Samson,
2004; Taylor, 2006). También puede encontrarse como agente de descomposicion en
frutas (peras, uvas y tomates) y en bebidas de frutas (EMLAB, 2007; Samson, 2004),

asociandose con su deterioro durante su almacenamiento y transporte.

Las especies de este género crecen bien dentro de un amplio rango de
temperaturas, entre 2 y 35°C, con una temperatura optima de 25°C. A. pullulans
requiere altas humedades para germinar y crecer, es decir, actividad de agua (aw)
entre 0.89 y 0.9 a 25°C (Grant, 1989). Este microorganismo es capaz de producir
diferentes bioproductos incluyendo pululano, PMA, xilanasa y lipasa (Liu, 2008;
Manichotpisit, 2011, 2012; Wu, 2012).

Algunas cepas sintetizan PMA a partir de un solo monémero de acido malico y
lo secretan dentro del medio de fermentaciéon (Cao, 2012, 2012b; Leathers, 2013; Liu,
1997; Manitchotpisit, 2012; Zhang, 2011a). A diferencia del acido malico, su polimero
no es toxico para las células y puede ser facilmente aislado del medio de fermentacion

por precipitacién con etanol (Holler, 2010).

Hoy en dia, se conocen tres rutas metabdlicas para la sintesis de malato a partir
de glucosa en microorganismos, incluyendo la via oxidativa, la via no oxidativa y el
ciclo del glioxilato. (Chi, 2016).

En la Figura 1.6, se representan estas rutas, asociadas a la produccion de PMA
a partir de sacarosa. La primera parte del esquema representa la glucélisis mediante
la cual se obtiene el piruvato que es la materia prima inicial para el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (TCA), también conocido como ciclo de Krebs o del acido citrico.
Esencialmente el conjunto de reacciones que lo conforman, se lleva a cabo para la
generacion de las moléculas necesarias para el transporte de electrones de alta
energia (NAD+, FAD) que se requerirdn en la membrana mitocondrial, donde
finalmente se genera la mayor cantidad de energia para el funcionamiento celular
(ATP). (Zou, 2013).
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Figura 1.6 Rutas propuestas para la biosintesis de PMA en A. pullulans, tomado de Wei et al, 2018.
PYC, piruvato carboxilasa; MDH, malato deshidrogenasa; IDH, isocitrato deshidrogenasa; SDH,

succinato deshidrogenasa; FUM, fumarasa; ICL, isocitrato liasa; MAS, malato sintetasa.

Este ciclo corresponde a la ruta oxidativa, donde la acetil-coenzima A y el
oxaloacetato son condensados a citrato, el cual es oxidado a malato, y este finalmente

puede romper el ciclo al convertirse en PMA.

Por la ruta no oxidativa, el piruvato es descarboxilado a oxaloacetato por una
enzima biotin-dependiente llamada piruvato carboxilasa, entonces se reduce al malato
mediante una malato deshidrogenasa NADH-dependiente. Recientemente, se ha
observado que el ciclo del glioxilato también podria estar involucrado en la obtencion
del malato necesario para la sintesis del polimero. Esta ruta es complementaria al ciclo
TCA, con la conversion del isocitrato a malato por la isocitrato liasa y la malato
sintetasa. (Zeng, 2018).

Debido a que no se ha llegado a detallar la ruta metabdlica que conlleva a la

produccion del polimero diversos estudios se han centrado en el efecto de inhibidores
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y precursores del ciclo de los acidos tricarboxilicos en el proceso de fermentacion
utilizando Aureobasidium melanogenum (Zeng, 2018) y con Aureobasidium pullulans
(Liu, 1997).

Otras investigaciones se han llevado a cabo para la produccion de PMA
mediante fermentacion a partir de sustratos de bajo costo como desechos de papa
(Zan, 2013), molasa de soya (Cheng, 2016), olote (Zou, 2015; 2016) y paja de trigo
(Leathers, 2013). Sin embargo, todos ellos tienen que pasar por un proceso previo,
enzimatico y térmico para obtener los azlucares fermentables. Esto afiade costo al
proceso y puede generar quimicos perjudiciales inhibiendo al microorganismo de

fermentacién (Zhang, 2016).

Por lo que la busqueda de materias primas que no impliquen procesos previos
ha tomado relevancia. El uso de jugo de cafia de azucar ha brindado buenos
resultados: concentraciones de 116 g/L, rendimiento de 0.54 g/g y productividad de
0.66 g/Lh (Wei, 2016). Zeng (2018,2019) y colaboradores han obtenido buenos
resultados utilizando jarabe de malta y A. melanogenum, concentraciones de 64.06 g/L

en promedio, altos rendimientos de 0.81 g/g y productividades de 0.56 g/Lh.

Ademas de los residuos de industrias primarias, es interesante analizar los
residuos de otras industrias de transformacion como materia prima potencial para
estos procesos. La industria de la confiteria representa un area de oportunidad
importante, al generar residuos ricos en azlcares fermentables, resultado de producto

terminado fuera de especificacion.
1.3.MODELADO MATEMATICO

Para el estudio de los procesos de fermentacion es comun utilizar modelos
matematicos que permiten, mediante la correlacion de datos experimentales, tener una
vision mas acertada del proceso en cuestién, realizar predicciones cuantitativas y por
lo tanto reducir costos en el disefio experimental y de proceso mediante la

consideracion de variables que afecten el desarrollo experimental y, la utilizacion del
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modelamiento matematico para escalar procesos realizados a nivel laboratorio
(Duarte, 2011).

Los modelos son hipdtesis existentes entre las relaciones matematicas de las
variables medibles y no medibles en un sistema, proceso o experimentacion. Permiten
la simplificacion de un sistema biologico a través de la utilizacion de funciones

matematicas, especificandose las condiciones previas el proceso.

1.3.1. Curva de crecimiento microbiano

Para realizar el modelado de un proceso fermentativo, debido a que la produccién
de metabolitos depende de la produccion celular, es importante conocer la evolucion

del crecimiento del microorganismo utilizado.

Este suele ilustrarse a través de la curva de crecimiento, que es la representacion
de la evolucion de la poblacién con respecto al tiempo. Se obtiene graficando el
logaritmo del nimero de microorganismos a diferentes tiempos. En la Figura 1.7 se
ilustra la forma sigmoidal que usualmente describen estas curvas bajo condiciones

constantes y favorables para el crecimiento.
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Figura 1.7 Curva de crecimiento microbiano tipico para una poblacion bajo condiciones ambientales
constantes.
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Aun en un medio bajo las condiciones favorables para su crecimiento, el
microorganismo necesita un tiempo de adaptacion a ese nuevo ambiente antes de
comenzar el crecimiento. Esta etapa se conoce como fase de adaptacion, latencia o
fase lag. A continuacion, la poblacion microbiana entra en la denominada fase
exponencial o logaritmica, caracterizada por un crecimiento exponencial con tasa
constante (Umax). Este crecimiento se mantiene hasta que la poblacién microbiana se
estabiliza, deteniéndose el crecimiento. Esta nueva fase se denomina fase
estacionaria. Por ultimo, la poblacién microbiana decae cuando se consumen todos

los recursos del medio, y se conoce como fase de muerte.

1.3.2. Modelos de crecimiento microbiano

En las fermentaciones, es una constante que los modelos matematicos tengan uno
0 varios parametros que los describan y que su valor numeérico sea desconocido antes

de aplicarlo y no sea medible.

Dada a la complejidad de los sistemas biologicos, su modelado debe incluir
inevitablemente idealizaciones simplificadas (Baranyi, 1995). Estas consideraciones o
suposiciones, aunque introducen inexactitud a los modelos respecto a ciertas
variables, no inciden considerablemente, por ejemplo, en la descripcion de las etapas

de crecimiento microbiano u otras variables importantes (Calderon, 2017).

Las suposiciones basicas que se hacen en el desarrollo de un modelo matematico

son:

1. No existe distribucién de estados, es decir, se discrimina la existencia de
diferentes formas, edades y tamafios de las células, asumiendo todo el
conjunto como homogéneo.

La segregacion, toda la poblacion microbiana se asume como discreta.

3. El crecimiento microbiano sigue un modelo deterministico, aun cuando se ha

demostrado que, a través de las generaciones de células, la tasa de

crecimiento microbiano varia gradualmente.
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4. La estructura celular interna es la misma para todo el conjunto celular,
despreciando las diferencias tanto en composicion como en distribuciéon a lo

largo del espacio y tiempo de la fermentacion. (Calderon, 2017)

En base a estas consideraciones, pueden describirse dos tipos principales de

modelos matematicos de crecimiento de una poblacion de microorganismos:

e Estructurados: Estos consideran los aspectos basicos de la célula y su especie
qguimica en cuestion, despreciando o agrupando los demas componentes en

grupos generalizados que pueden llamarse lipidos, proteinas, etc.

e No estructurados: Para la mayoria de casos de fermentaciones, este tipo de
modelos puede describir adecuadamente el desarrollo del proceso, considerando
gue los microorganismos y/o células poseen una composicion fija y simple. Este
tipo de modelos desprecia los cambios en el medio de cultivo producto de la

concentracion de biomasa (Esener, 1983).

Ambos tipos de modelos, ademas pueden identificarse como segregados y no
segregados. Los primeros hacen referencia a una poblaciébn de microorganismos
heterogénea, donde se distinguen en la poblacion diferentes entidades con edades,
formas, tamafios y composiciones internas variables; mientras que los no segregados,
consideran que el comportamiento celular se aproxima al de una sola célula promedio
que permita agrupar el desempefio de ciertas variables durante la fermentacion
(Fredickson, 1970).

1.3.2.1. Modelos primarios de crecimiento microbiano

Los modelos primarios se utilizan en general para representar la inactivacion o
crecimiento de un microorganismo, estudian la cinética de un proceso con el objeto de,
con el menor numero posible de parametros, ser capaces de definir con precision las
distintas fases de crecimiento e inactivacién microbiana. Son particularmente utiles
cuando se quiere predecir el cambio en el crecimiento microbiano de forma

cuantitativa.
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Su objetivo principal es describir matematicamente la curva de crecimiento
generada por los microorganismos de interés bajo condiciones ambientales definidas
con el objeto de estimar los parametros cinéticos que caracterizan dicha curva: tiempo

de latencia, maxima velocidad especifica de crecimiento y maxima densidad celular.

Con el objeto de estimar los parametros cinéticos de crecimiento de forma objetiva,
desde 1980 se han propuesto una serie de modelos matematicos. Baty y Delignette-

Miiller (2004) clasificaron a los modelos primarios como:

. Modelos sigmoidales, entre los que se encuentran las versiones

modificadas de los modelos Logistico y de Gompertz;

. Modelos con una funcién de ajuste, como los propuestos por Baranyi y
Roberts (1994) y Buchanan (1997)
. Modelos de compartimentos como el propuesto por Hills y Wrigth (1994).

La propiedad mas importante de un modelo primario es que describa de forma
adecuada el crecimiento de los microorganismos y permita obtener estimaciones
precisas de los parametros que caracterizan dicho crecimiento. La variabilidad de las
estimaciones depende de la técnica usada para monitorear el crecimiento y del modelo
usado (Dalgaard, 2001; Baty, 2002).

1.3.3. Cinéticas de produccion de metabolito y biomasa

Al igual que el comportamiento del crecimiento microbiano, la produccion de
metabolitos y biomasa, asi como el consumo de sustrato, pueden ser modelados
mediante ecuaciones establecidas en la literatura. La importancia de describir estos
comportamientos radica en definir sobre que ruta el microorganismo esta
desarrollandose, si bien el sustrato es consumido en mayor medida para la produccion
celular o por el contrario este es metabolizado en su mayoria para la generacion de

los metabolitos deseados.

Muchos de los modelos basicos pueden explicar el comportamiento tanto del

crecimiento microbiano, como de la produccion y consumo de sustrato, dando indicios
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de la relacion que existe entre estos mecanismos. La finalidad de encontrar un modelo
en comun que pueda explicar las cinéticas involucradas en la fermentacion puede
permitir el modelado del proceso global y por consiguiente definir las variables de

operacion requeridas a una escala superior.

Las ecuaciones correspondientes a los modelos utilizados para este trabajo de

investigacion se describiran posteriormente en la seccion 4.3.
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Justificacion

La empresa con la que se colabora en la realizacion de este proyecto,
representa a un grupo de plantas productoras dedicadas a la elaboracion de golosinas
desde hace mas de 90 afios, siendo algunas de sus lineas de produccion: goma de
mascar, dulces de leche, caramelo macizo, caramelo suave, gomas de almidon,

pastillas refrescantes, etc.

Como parte de su actual proceso productivo, existen diversos factores que
pueden afectar la calidad del producto final, tales como: la calidad de la materia prima
empleada, las variaciones en los parametros de operacion (presiones, tiempos, flujos
y temperaturas), fallas en equipos, etc. Todo lo anterior repercute en una disminucion
de la calidad del producto obtenido, el cual no puede ser destinado al consumidor
final. Al no representar un riesgo de inocuidad, y con la finalidad de reducir costos por
desperdicio, el producto que no cumple con las especificaciones de calidad (textura,
sabor, color), al cual se le denominara merma, es destinado a un proceso de

recuperacion.

Dicho proceso tiene como finalidad recuperar el contenido de azlUcares presente
en la merma, obteniéndose un jarabe rico en azlcares, que representara un
porcentaje del contenido inicial de sélidos en las primeras etapas de la produccién
principal. A grandes rasgos, este proceso consiste en la disolucion de la merma, la
separacion de grasas mediante flotacion, la eliminacion de colorantes y saborizantes
mediante adsorcion-filtracion y finalmente, su neutralizacion para evitar la inversion

de la sacarosa.

A pesar de que el proceso de recuperacion ha permitido mitigar el desperdicio
generado por las lineas de produccion mediante su reproceso, no toda la merma

puede ser recuperada. Esto se debe a que, por motivos de control de alérgenos, el
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producto con presencia de ciertos ingredientes, como la leche o la albumina de huevo,
no puede ser reprocesado. Debido a esto, este producto es almacenado y vendido
como forraje, o bien confinado. Esto representa costos importantes de

almacenamiento y transporte.

La opciodn de generar un subproducto con valor agregado, es decir valorizar el
producto no conforme, es a través de la bioconversion de estos desechos. Lo cual
representa para la empresa un area importante de oportunidad para disminuir la
produccién de residuos solidos, disminuir costos de almacenamiento y transporte,

ademas de desarrollar su estrategia tecnoldgica.
Hipotesis

Es posible la generaciéon de un producto de alto valor agregado (poliacido malico)
mediante un proceso de fermentacién, utilizando la merma de distintas lineas de

produccion de una empresa de confiteria.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GENERAL

» Establecer vias biotecnoldgicas viables para la obtencién de productos con alto
valor agregado, a partir de la fermentacion de residuos ricos en azlcares de la

industria de confiteria, para su aprovechamiento.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar las condiciones a nivel laboratorio para la obtencion del producto
de interés.

e Validar los resultados a nivel piloto.

¢ Modelar las cinéticas de crecimiento microbiano y de produccién de la

sustancia de interés.

28



4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1.ESTANDARIZACION A NIVEL LABORATORIO

Para el cumplimiento del primer objetivo planteado la primera parte de la

metodologia se divide en las siguientes etapas:
1. Caracterizacion del medio prueba
2. Seleccién de la cepa.
3. Estudio de la fermentacion en un medio modelo
4. Estudio de la fermentaciéon en el medio prueba

Estas etapas se describen a continuacion.

4.1.1. Caracterizacion fisicoquimica del medio prueba

De acuerdo a la clase de confiteria de la que procede, se definieron tres tipos de
jarabes ricos en azucares que son productos del proceso de recuperacion de la merma

de confiteria siguiente:

e JR, corresponde a una mezcla de caramelo macizo con un contenido
relativamente alto de &cidos, colorantes y saborizantes, 35-37% de jarabe de
glucosa y 58-60% de azUlcar.

e CC, caramelo macizo con bajos contenidos de &acidos, colorantes y
saborizantes, 50-54% de jarabe de glucosa y 40-44% de azUlcar.

e N, caramelo suave con contenido de grasas vegetales, 49-50% de jarabe de

glucosa y 37-38% de azUcar.
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La composicién teorica del tipo de producto que se utiliza como materia prima, se

desglosa en la Tabla 4.1

Tabla 4.1 Composicién de las diferentes materias primas utilizadas en el proceso de recuperacion
de merma de dulce.

% Composicion

Caramelo Macizo

Caramelo Macizo

Caramelo Suave

Componente/Tipo de dulce (JR) (CO) (N)
Carbohidratos totales 95.08% 97.02% 86.49%
Dextrosa 6.57% 9.73% 5.72%
Maltosa 2.89% 4.28% 11.96%
Sacarosa 58.99% 43.56% 37.17%
Azlcares totales 68.44% 57.56% 54.85%
Azlcares reductores 9.46% 14.01% 17.68%
Grasa vegetal 3.14%
Acido citrico 0.36% 1.53%
Acido malico 2.27%
Agua 1.99% 1.64% 8.40%
Saborizantes 0.39% 0.97% 0.11%
Sales 0.270% 0.305%
Colorantes 0.005% 0.005% 0.027%

El propdsito del proceso de transformacion al que se somete la merma es eliminar

los compuestos no deseados para el cumplimiento de las especificaciones del

producto recuperado que se pretende utilizar como materia prima dentro del proceso

productivo (Maldonado, 2020). En la Figura 4.1 se presenta el diagrama de bloques

correspondiente al proceso de recuperacion.

MOLIENDA'Y
TAMIZADO

=

DILUCION Y
NEUTRALIZACION

=

ALMACENAMIENTO

-

ADSORCION

\ 4

FILTRACION

Figura 4.1 Diagrama de bloques del proceso de transformacion de la merma de dulce.
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La recuperacion de la merma comienza con la molienda y separacion del dulce
de la envoltura, para posteriormente alimentar de manera intercalada cantidades de
dulce y agua (disolvente utilizado) en un tanque de dilucién hasta completar esta etapa
del proceso, misma que tiene una duracion de 10 a 21 horas para el caramelo suave
y de 6 a 11 horas para el caramelo duro. Las cantidades totales de dulce y agua se
definen de acuerdo a la concentracion de solidos que se desea obtener (Maldonado,
2020).

Para el dulce del caramelo suave, su disolucién se realiza mediante un aumento
de la temperatura (50°C) y la inyeccion de aire, que al generar turbulencia facilita la
separacion de la grasa presente mediante flotacion, la cual finalmente es contenida y
retirada utilizando una canastilla. Para el caramelo duro esta etapa se lleva a cabo a
temperatura ambiente y no requiere inyeccién de aire, esta etapa del proceso finaliza

hasta diluir completamente las particulas de dulce. (Maldonado, 2020).

A continuacion, la solucion obtenida se somete a una evaluacién de pH para
poder continuar con la siguiente etapa del proceso. Los valores de pH dentro de

especificacion son los siguientes:

. Dulce caramelo suave: 5.5 -7

° Dulce caramelo duro: 5.8 - 6.3

Los valores mas bajos de pH se deben a la presencia de acidos organicos en la
materia prima, que segun el tipo de dulce pueden ser 4cido citrico o 4cido malico. Estos
compuestos pueden generar un valor de pH inferior al rango de especificacion, en cuyo
caso se requiere una neutralizacion, lo cual se lleva a cabo adicionando una solucién
de carbonato de sodio. Las reacciones que se llevan a cabo en el proceso dependen

del tipo de acido:

Acido Citrico:
3Na,CO5 + 2CgHgO5 — 2NasCeHs 0, + 3H,0 + 3C0,

Carbonato de Sodio + Acido Citrico = Citrato de Sodio + Agua + Dibxido de Carbono (Q)
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Acido Malico:
Na,C0O5; + C4HzO5 - Na,C,H,05 + H,0 + CO,

Carbonato de Sodio + Acido Malico = Malato de Sodio + Agua + Diéxido de Carbono

La confirmacion del valor de pH dentro del rango de especificacion determina la
continuacion del proceso. Concluida la etapa de dilucion y neutralizacion, la solucion
obtenida es sometida a la etapa de adsorcion, con la finalidad de remover color, olor y
sabor (Castellar, 2013).

Para el dulce de caramelo suave se le afiaden entre 30 y 40 kg de carbon
activado 0.61C, el proceso de adsorcién se lleva a cabo durante 1 hora, mientras que
en el caso del caramelo duro se le afladen 50 kg de carbén activado y el proceso toma

entre 1y 1.5 horas.

Terminada la adsorcion, la solucion de dulce con los sdlidos de carbon activado
en suspension es alimentada a un filtro prensa. El medio filtrante en el equipo utilizado
es capaz de soportar 4 cargas de suspension hasta su sustitucion, es gracias a esto

que el proceso tiene una duracion de 1 a 4 horas.

De esta manera se obtienen filtrados incoloros y sin saborizantes que se espera
cumplan con las especificaciones mostradas en la Tabla 4.2 para su posterior uso en

el proceso de produccion.

Tabla 4.2 Especificaciones de los jarabes obtenidos del proceso de recuperacion.

Especificacion

. De_xtrosa Sélidos pH Densidad a
Tipo de dulce equivalente 20°C
(%) (%) (9/mL)
JR ND 65-67 5.8-6.3 ND
CcC ND 65-67 5.8-6.3 ND
N Max 28 55-67 5.5-7 1.259-1.303

ND: No definido

Por lo tanto, se realizo la caracterizacion fisicoquimica de estos jarabes a través

de la medicion de las siguientes caracteristicas:
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o Azucares reductores totales

. Azlcares totales

o Porcentaje de sélidos solubles
° pH

° Densidad

Los cuales se describen a continuacion.

Azucares reductores totales (AR) y azUcares totales (AT)

La dextrosa, maltosa y fructosa pertenecen a un tipo de azucares conocidos
como reductores, los cuales tienen un grupo carbonilo intacto que les permite
reaccionar como reductores con otras moléculas que actuardn como oxidantes
(Lehninger, 1988). La sacarosa, por el contrario, es una unién entre glucosa y fructosa
mediante un enlace O-glucosidico, dicho enlace es dicarbonilico ya que son los dos
carbonos reductores de ambos monosacaridos los que forman el enlace, por lo que no
cuenta con la particularidad del poder reductor. Por tal motivo, la determinacion de
azucares reductores tiene como finalidad cuantificar, en este trabajo, la dextrosa,
maltosa y fructosa presente en la muestra, esta Ultima como consecuencia de la
inversion de la sacarosa en el transcurso de la fermentacion debido al metabolismo

del propio microorganismo.

Los azucares reductores son calculados como un porcentaje de la sustancia
secay se expresan como dextrosa equivalente. Las formulas utilizadas para su calculo

se presentan en las Ecuaciones 1y 2:

0 _ (a)(b) * 10000
%D.E.= O@© (1)

%D.E. corresponde al porcentaje de dextrosa equivalente, a es el volumen de
la solucién de la muestra, b es el factor de Fehling para 12.5 o 5 ml, ¢ el volumen

gastado, d es el peso de la muestra 'y e es el % de solidos (°Brix).
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%D.E.)  E
%A.R. = % 2)

Donde %A.R es el porcentaje de azUcares reductores, %D.E. es el porcentaje

de dextrosa equivalente y E corresponde al porcentaje de sélidos de la muestra.

A través de una hidrélisis acida es posible la separacion de las moléculas de
glucosa y fructosa de la sacarosa, permitiendo obtener un porcentaje de azucares
totales siguiendo la metodologia para azlcares reductores. La férmula
correspondiente se presenta en la Ecuacion 3:

(%D.E.I)*E

Donde %A.T. es el porcentaje de azlcares totales, %D.E.I. es el porcentaje de
dextrosa equivalente de la muestra invertida y E corresponde al porcentaje de sdlidos

de la muestra.

Porcentaje de sdlidos solubles (°Brix)

En alimentos, la medicién indirecta de la densidad de un liquido mediante un
refractbmetro se refiere principalmente al azUcar presente. Segun la escala de estos
equipos 1°Brix corresponde a un indice de refraccion de una solucion de sacarosa en
agua al 1%. Asi, los °Brix fueron determinados con la ayuda de un refractémetro RHW-
25Brix ATC, marca LUMEN. Este pardmetro se consider6 como la concentracion total

de sélidos solubles.

pH

El pH en un medio de cultivo puede variar por la secrecién de sustancias al
medio producto del metabolismo del microorganismo. Sin embargo, bajos valores de
pH pueden inhibir su crecimiento e incluso ser responsable de la muerte celular. En
general, los mohos presentan alta resistencia a medios acidos, pero la variacion del

pH y/o acidez interviene en su desarrollo.
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Para este trabajo de investigacion se utiliz6 el pHmetro Orion 3 Star™,
ThermoFisher Scientific, para el monitoreo del pH tanto en la materia prima como a lo

largo del proceso de biotransformacion.

Densidad

Se determiné a partir de la medicion experimental de la masa y el volumen de una
muestra, de acuerdo con la metodologia utilizada en el Laboratorio Interno, a cargo del

monitoreo de la calidad de los jarabes de recuperacion.

4.1.2. Seleccion de la cepa

Se utilizaron dos cepas del género Aureobasidium, la primera fue la cepa FM 986
proporcionada por la Universidad Nacional Autbnoma de México (cepario de la
Facultad de Medicina) y la segunda fue proporcionada por la Universidad Autbnoma

de San Luis Potosi (cepario Laboratorio de Micologia, Facultad de Ciencias Quimicas).

Ambas cepas fueron identificadas mediante secuenciacion genética en el
Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental del Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica. El andlisis de identificacion mostro
gue se trata de las especies Aureobasidium melanogenum y Aureobasidium pullulans,

respectivamente

41.2.1. Fermentacion

La productividad de las cepas se determind mediante la fermentacién en medios
de cultivo apropiados para cada microorganismo. Esto, debido a que se han reportado
diferencias en las condiciones Optimas para cada especie. Estos estudios permitieron

determinar la cepa mas adecuada para el proceso de produccion de acido malico.
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MEDIOS DE CULTIVO

La metodologia de fermentacion se realizé con base en el estudio de W. Zeng y
col. (2018) para Aureobasidium melanogenum y, de P. Wei y col. (2017) para el caso

del Aureobasidium pullulans.
Aureobasidium melanogenum

No requiere acondicionamiento previo en medio sélido, por lo que se preparo el
in6culo inicial (SCAmM) con los siguientes componentes: dextrosa 80 g/L, KH2PO4 0.1
g/L, MgSOa4-7H20 0.1 g/L, KCI 0.5 g/L, ZnS0O4-7H20 0.05 g/L, NaNOs 2 g/L, CaCOs 20
g/L (Zeng, 2018). Este medio se esteriliz6 a 121°C/15 min, posteriormente se
inocularon 100 mililitros con A. melanogenum, y se incub6 a 30°C/180 RPM por 36

horas.

Para el caso del medio de fermentacion (MFAm), este se preparé con los
siguientes componentes: dextrosa 120 g/L, KH2PO4 0.1 g/L, MgSOa4-7H20 0.1 g/L, KCI
0.5 g/L, ZnS04-7H20 0.2 g/L, NaNOs 4 g/L, CaCOs 40 g/L (Wei, 2018). Como en el
caso anterior este medio se esterilizé a 121 °C/15 min, posteriormente fue inoculado
con 5%uv/v del indculo inicial e incubado a 30°C/180 RPM por 10-15 dias.

Aureobasidium pullulans

Esta cepa requiere un acondicionamiento previo en medio soélido. Por ello, se
utilizé Agar Papa Dextrosa con 3 resiembras, antes de la preparacion del indculo inicial

en medio liquido (SCAp).

El inéculo en medio liquido se preparé con los siguientes componentes: dextrosa
10 g/L, Peptona 5g/L, Extracto de Levadura 1 g/L, KH2PO4 0.1 g/L, -7H20 0.2 g/L, KCI
0.75 g/L, ZnSO4-7H20 0.1 g/L (Wei, 2017). El medio se esteriliz6 a 121 °C/15 min.
Posteriormente, 100 mililitros fueron inoculados con la dltima resiembra de A. pullulans
y se incubd a 25°C/220 RPM por 24 horas.
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Finalmente, el medio de fermentacion (MFAp) fue preparado con los siguientes
componentes: dextrosa 120 g/L, KH2PO4 0.1 g/L, MgSOa4-7H20 0.2 g/L, KCI 0.75 g/L,
ZnS04-7H20 0.1 g/L, NH4NOs 2 g/L, Acido Citrico 5 g/L, CaCOsz 30 g/L (Wei, 2017).
Como en los casos anteriores, el medio se esterilizé a 121 °C/15 min. Posteriormente,

fue inoculado con 5% v/v del inéculo inicial e incubado a 25°C/220 RPM por 10 dias.

4.1.2.2. Seguimiento de la fermentacién

A lo largo de la fermentacion se midieron las siguientes variables:
e pH

e Porcentaje de sdlidos solubles(°Brix)

e Azucares totales (AT)

e Azucares reductores totales (ART)

e Cuenta Total para Mohos (CT)

e Biomasa (DCW)

e Masa de polimero obtenido por gravimetria (PMA)

La determinacion de °Brix y cuenta total se realizé cada 24 h, el resto de las
variables de determinaron cada tercer dia a lo largo del tiempo total de fermentacion.
La descripcion para la medicién de los primeros 4 pardmetros ya han sido descrito, y

continuacion, se describen los andlisis restantes:

Cuenta Total para Mohos (CT)

Ya que Aureobasidium no es un moho de crecimiento extensivo, se pudo utilizar
la técnica de siembra de Miles & Misra (1938), para cuantificar la carga microbiana. Se
inocularon gotas de 20uL por triplicado en la superficie de placas con Agar Papa
Dextrosa estéril solidificado (DIFCO™, FisherScientific). Posteriormente, las placas se

incubaron a 25°C durante 24 h para A. melanogenum y 36-48 h para A. pullulans.
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Biomasa (DCW)

Se utilizé la técnica de peso seco celular o DCW por sus siglas en inglés (Dry
Cell Weight). Para ello, se realizé la centrifugacion de 20 mL de muestra (15000 g/20
min). Posteriormente, el sobrenadante fue separado para realizar la determinacion de
azucares totales, azucares reductores totales y PMA. El precipitado fue tratado con
HCI 3M para eliminar el CaCOs en la muestra. A continuacion, se centrifugo
nuevamente (8000 RPM/10 min) para eliminar el sobrenadante. Se realizaron dos
lavados con agua destilada, para eliminar las sales que pudieran quedar en el
precipitado, empleando ciclos de agitacién (10 min) y centrifugacién (8000 RPM/10
min) (Zou, 2016)

El precipitado restante libre de sales es sometido a secado a peso constante en

estufa a 55°C/24 h, el célculo se realiza por medio de la Ecuacion 5:

W, — W,
(wy )[=] g

DCW = —
748 mL

(5)
Donde, W: corresponde a Peso final + Peso del tubo, Wi indica el Peso del tubo
y Vm representa el Volumen de la muestra del cultivo de fermentacion. Por lo que se

obtiene un porcentaje en W/V.

Concentracion de polimero por gravimetria (PMA)

El polidcido malico tiene la particularidad de precipitar al disminuir su punto de
solubilidad, mediante el uso de bajas temperaturas y compuestos polares como el
etanol, esta caracteristica la comparte con un importante numero de exopolisacéaridos
(Portilla, 2008).

Asumiendo que se estan generando las condiciones ideales para favorecer el
metabolismo por el cual se genera PMA, presencia de CaCOs (Lee, 1999; Zhang,

2011), se considera que el precipitado corresponde solo a este compuesto.
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Primeramente, se realiz6 su precipitacion mediante la adicién de 2.5 volumenes de
etanol siguiendo la metodologia planteada por Liu y colaboradores (1996), seguida de
un reposo de 24 h para continuar con la separacion mediante centrifugacion 15000
g/20 min/4°C, y el secado hasta peso constante en estufa a 55°C/24 h. El calculo se

realiza por medio de la Ecuacion 6:

W — W,
W-Wye

PMA =
Vi mL

Donde, Wt corresponde a Peso final + Peso del tubo, Wi indica el Peso del tubo
y Vm representa el Volumen de la muestra del cultivo de fermentacion. Por lo que se

obtiene un porcentaje en W/V.

4.1.3. Estudio del proceso de fermentacion en el medio modelo.

Mediante la realizacién de balances de materia se obtuvo la composicion teorica
de los jarabes, la cual se muestra en la Tabla 4.3, que nos brinda un aproximado de la
relacion Dextrosa-Sacarosa presente en cada uno, asi como la presencia de las sales

residuales producto de la neutralizacion.

Tabla 4.3 Composicién tedrica de los diferentes jarabes obtenidos del proceso de recuperacion.

% Composicion Final

Componente/Jarabe JR CC N
Carbohidratos totales 62.02% 66.03% 62.05%
Dextrosa 4.28% 6.62% 4.10%
Maltosa 1.88% 2.91% 8.58%
Sacarosa 38.48% 29.64% 26.67%
Azlcares totales 44.65% 39.18% 39.36%
AzUcares reductores 6.17% 9.53% 12.68%
Agua 35.74% 33.22% 36.26%
Sales 0.28% 0.06% 0.22%
Citrato de sodio 0.49% 1.64%
Malato de sodio 1.96%
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4.1.3.1. Disefo de experimentos

Diferentes estudios reportan que las distintas rutas metabdlicas de malato para la
sintesis de PMA difieren seguln la cepa con la que se trabaje (Liu, 1997; Cao, 2014;
Wei, 2018), por lo que una vez seleccionada la cepa, es necesario revisar su
funcionalidad en el rango de componentes presentes en los jarabes obtenidos
mediante recuperacion de la merma de confiteria y analizar si es posible el incremento
de la produccién en base a la posible ruta metabdlica que rija en ella. Por lo tanto, se
propone un Disefio experimental factorial 2" + 3 puntos centrales para evaluar las

variables de interés en el medio modelo que se enlistan a continuacion:

. Relacion de concentracion de azUcares Dextrosa-Sacarosa
. Concentracion de inhibidores (Citrato de Sodio)

o Concentracion de precursores (Malato de Sodio)
Con un total de 11 experimentos, producto de la Ecuacion 7:
Ne = 2™ 4+ pC (7)

Donde Ne es el numero total de experimentos, n el nUmero de factores y pC el

namero de puntos centrales. Como parametros fijos se considera:

o Temperatura de incubacién (25°C)

. Sin agitacion

o Volumen vacio de matraz (150 mL/500 mL)
o Tiempo de incubacion (10 dias)

o Concentracion del resto de los componentes del caldo de fermentacién.

La finalidad es la obtencion de altos rendimientos, que en el caso de reacciones
bioldgicas este corresponde a la fraccion de sustrato consumido para sobre el producto
de interés producido. Por lo que sera esta la variable de respuesta a analizar, y se

calcula utilizando la Ecuacion 8:
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_ PMA
~ Azucar consumido

(8)

Donde R, corresponde al rendimiento, PMA a la concentracion final del poliacido
y Azlcar consumido a la diferencia entre la concentracion inicial de azUcares totales

menos la concentracion final de los mismos como se expresa en la Ecuacion 9:

Azucar consumido = [AT inicial] — [AT final] 9

4.1.3.2. Seleccion de los rangos de las variables

Para fijar los rangos de las variables a evaluar, se parti6 de lo mencionado en la
bibliografia, considerando las concentraciones que cada componente pueda presentar
en un medio de fermentacion a base de los jarabes obtenidos del proceso de
recuperacion. En la Tabla 4.4 se presentan los porcentajes de composicion asumiendo

una concentracion de 120 g/L de azUcares totales, lo cual requiere diluir cada jarabe.

Tabla 4.4 Composicién tedrica para medios de fermentacion a base de jarabes de recuperacion.

% Composicion Final

Caramelo Macizo Caramelo Macizo Caramelo Suave

Componente/Tipo de dulce JR) (CO) (N)
Carbohidratos totales 16.67% 20.23% 18.92%

Dextrosa 1.15% 2.03% 1.25%

Maltosa 0.51% 0.89% 2.62%

Sacarosa 10.34% 9.08% 8.13%
Azlcares totales 12.00% 12.00% 12.00%

AzUcares reductores 1.66% 2.92% 3.87%
Agua 83.56% 81.23% 80.56%
Sales 0.07% 0.02% 0.07%
Citrato de sodio 0.14% 0.50%
Malato de sodio 0.50%

La concentracion de malato y citrato estan por debajo de lo reportado en la

literatura para estudios de los efectos de inhibidores e intermediarios del ciclo TCA en
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la produccion del poli acido (Zeng, 2019), por lo que los rangos seleccionados de las

variables son los que se presentan en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5 Nomenclatura y limites para las variables a evaluar en el disefio de

experimentos.

Variables Nomenclatura Limite superior Limite inferior
Relacién _ .
Glucosa:Sacarosa* X1 1.0 0:1
Concentraciéon de

Citrato de Sodio X2 5g/L 0g/L
Concentracion de X 74l 0glL

Malato de Sodio

* La concentracion total de Glucosa: Sacarosa siempre correspondera a 120 g/L, donde 1

corresponde al 100% del componente y 0 al 0% en la composicion total.

El orden de la elaboracion de los experimentos se llevé a cabo al azar y en la

Tabla 4.6 se muestra el disefio experimental codificado.

Tabla 4.6 Disefio experimental codificado para el estudio del rendimiento

de la fermentacion en el medio modelo.

Variable
No de Experimento X1 X2 X3
1 1 1 1
2 1 1 -1
3 1 -1 1
4 1 -1 -1
5 -1 1 1
6 -1 1 -1
7 -1 -1 1
8 -1 -1 -1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

La relacion correspondiente de Glucosa y Sacarosa se aplicO desde el

acondicionamiento en medio solido, para la preparacion del medio con sacarosa se

realizé la infusion de una papa limpia y pelada.

Esta relacion también se aplicd en la preparacion del indculo inicial en medio liquido

y en los experimentos donde correspondia la adicién de citrato y/o malato de sodio,
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este se adicion6 desde el inicio de la fermentacion. El seguimiento de la fermentacion

se realizo de acuerdo a lo descrito en el apartado 4.1.2.2.

4.1.4. Estudio del proceso de fermentacién en el medio prueba.

Definido el comportamiento de la cepa en el medio modelo, el siguiente paso es
corroborar que el medio prueba, es decir el jarabe de recuperacion, permita que el
microorganismo prolifere y, al aplicar el resto de las condiciones requeridas, brinde los
rendimientos esperados para considerar la viabilidad del uso de estos jarabes como

materia prima para el bioproceso planteado.

4.1.4.1. Aplicaciéon del modelo de rendimiento

Una vez definido el modelo del comportamiento del rendimiento obtenido mediante
la accién de la cepa estudiada en el medio prueba, se determind el valor de la
respuesta tedrico en funciéon de la composicion del medio prueba usando los tres

diferentes tipos de dulce.

Los valores necesarios se alimentaron al modelo, previamente utilizando las
Ecuaciones 10, 11 y 12 de transformacion para cada variable mostradas a

continuacion:

(X1 —0g/L) *2

=" L ¢ 10
X, —0g/L)*2

X2*=( 2 55//L) 1 a1
Xs—0g/L)*2

X3*=( 3 75//L) 1 (12)

Donde X* corresponde al valor real de la variable en g/L y X su valor transformado

segun el escalamiento utilizado (1,-1).

4.1.4.2. Validacion contra datos experimentales
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A continuacion, en funcién de la composicion tedrica de cada tipo de jarabe, se
realiz6 la preparacion de los medios de fermentacion para cada clase de dulce, con la
finalidad de corroborar la funcionalidad del modelo con el medio prueba. La
metodologia utilizada fue la misma llevada a cabo para el estudio del proceso de

fermentacion en el medio modelo.

La cantidad de jarabe necesario se calcul6 con las Ecuaciones 13y 14:

m; m,

1_-_2 13
AR (13)
v, = v, 22 14
=Nt a9

Donde m: es la masa de Azlcares Totales en 100 mL de jarabe, V1 es 100
mL, mz la masa fijada de Azlcares Totales en el medio de fermentacion (120 g/L=12
g en 100 mL) y V2 el volumen requerido para proporcionar 12 gramos.

El volumen de jarabe requerido se modifica para la cantidad total de medio a

preparar con el uso de la Ecuacion 15:

VoVr
Vi = 100

(15)

Donde VT es el volumen total del medio de fermentacion, y Vj el volumen de

jarabe requerido.

Con la finalidad de corroborar la importancia del resto de las sales afadidas para
su metabolismo, se llevaron a cabo experimentos simultaneos con el tipo de dulce JR
cony sin las sales afiadidas. EI monitoreo se llevo a cabo bajo las mismas condiciones

gue el resto de los experimentos comparando crecimiento y rendimiento final obtenido.
4.2. EXPERIMENTO DE VALIDACION A NIVEL PILOTO.

Para el cumplimiento del segundo objetivo, y en base a el jarabe que obtuvo

mejores resultados, se realizé una corrida del experimento a nivel piloto utilizando un
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sistema del tipo reactor de tanque agitado (batch) el cual se presenta en la Figura 4.2

y se describird a continuacion.

4.2.1. Descripcion del sistema

Biorreactor

El biorreactor (Bioreactor MBF-500ME, Wheaton, Japo6n) consiste en un
recipiente de vidrio de 5 L de capacidad enchaquetado. El recipiente tiene un diametro
interno de 15 cm y un largo de 33.5 cm. La chaqueta posee dos entradas, una en la
parte inferior y otra en la parte superior. Ademas, el equipo cuenta con un agitador de
turbina y su sistema de agitacion, el cual sera descrito en breve, ademas de un

rotametro para el control del flujo de aire.

Bafio térmico y monitoreo de temperatura

Debido a que la actividad dentro del biorreactor conlleva la generacion de calor,
este debia ser retirado para evitar un aumento de temperatura sobre el limite maximo
gue el microorganismo puede resistir (30°C). De tal manera que, las fluctuaciones no
fueran mayores a dos grados centigrados sobre la temperatura optima de crecimiento
(25°C). La temperatura del tanque se mantuvo con ayuda de un bafio térmico (Digital
Polystat PolyScience Cole-Parmer 2002).

Para el monitoreo de temperatura dentro del biorreactor, se utilizé6 un
termémetro de varilla de vidrio y depdsito de alcohol el cual se introdujo al termo-pozo

del biorreactor. La temperatura se mantuvo dentro del rango establecido a 25°C+2°C.

Sistema de agitacion
El biorreactor cuenta con un eje de agitacion conformado por 3 agitadores de
turbinas tipo Rushton de diferente tamafio, distribuidos a lo largo del eje, los cuales

son puestos en marcha gracias al motor incluido en el equipo principal-

El uso del sistema de agitacién fue indispensable, debido a que el carbonato de
calcio presente en el medio de fermentacion, necesario para la bioproduccién del

metabolito deseado, es soluble solo en pequefias proporciones, sin embargo, la alta

45



concentracion de este componente no permite mantener su disolucién durante todo el
tiempo que dura la fermentacion. Ademas, la agitacion permite mejorar la aireacion en

el medio, también indispensable para el 6ptimo crecimiento de la biomasa.

Sistema de aireacion
Se cuenta con un sistema de aireacion donde el flujo de aire fue proporcionado por un
compresor de aire (Husky, TAW-1524 P, China). Para asegurar la esterilidad del aire
y evitar la contaminacion del medio de fermentacion, a la salida del rotAmetro se
conecto un filtro de aire, con un tamafio de poro de 0.4 ym, y mediante una manguera

estéril se realizd la conexion final al distribuidor o entrada de aire al biorreactor.

WHEATON

| Sistemade
Agitacidon

Sistema de
Aireacion

Figura 4.2 Componentes principales del sistema utilizado para la fermentacion a nivel piloto.
El diagrama del sistema global se esquematiza en la Figura 4.3, identificando
las partes de cada sistema descrito.
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Figura 4.3 Diagrama del sistema global utilizado para la fermentacion a nivel piloto.
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4.2.2. Parametros de operacion

Después de la esterilizacion por autoclave (121°C, 15 psig, 30 min). El biorreactor

conteniendo el medio fue inoculado con 5% (v/v) del cultivo semilla de 24 horas.

Los parametros de operacion fueron los siguientes, basados en Wei y
colaboradores (2017):

¢ Flujo de aireacién: 3 vwvm
e Temperatura: de 25°C +2°C
¢ Velocidad de agitacion: 400 RPM.

La velocidad de agitacion fue modificada respecto a la literatura ya el eje de
agitacion presentaba fluctuaciones en velocidades superiores a 400 RPM. El volumen
utilizado fue de 2 Litros, conservando la composicién planteada en el resto de los

experimentos, en la Tabla 4.7 se indica su composicion.

Tabla 4.7 Composicion del medio de fermentacién utilizado para el experimento a nivel piloto

Componentes g/L
Jarabe JR 204.04
KH2PO4 0.10
MgSOs-7H20 0.20
KCI 0.75
ZnS04-7H20 0.10
NHsNO3 2.00
Acido Citrico 5.00
CaCOs 30.00

La cantidad de jarabe corresponde a la estandarizacion a una concentracion de
120 g/L de azucares totales, considerando el contenido de este componente en el
jarabe de recuperacion (58.81 %). El experimento conservo las condiciones indicadas

durante los 10 dias que duro la fermentacion.
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4.2.3. Seguimiento de la fermentacion

A lo largo del tiempo que duro la fermentacion se tomaron muestras cada 12 hrs
(primeras 48 hrs), posteriormente cada 24 hrs, y se realizaron las mismas

determinaciones analiticas efectuadas para los experimentos a nivel laboratorio:

e pH

e Porcentaje de Solidos Solubles(°Brix)
e Azucares totales (AT)

e Azlcares reductores totales (AR)

e Cuenta Total para Mohos (CT)

e Biomasa (DCW)

e Polimero obtenido por gravimetria (PMA)

La toma de muestra fue realizada asegurando la esterilidad del area con materiales
estériles y recipientes a peso constante segun se requirio. Para el posterior tratamiento
de la muestra el volumen tomado fue de 40 mL repartido en 2 recipientes. Cada
muestra fue tomada por duplicado, es decir cada muestreo represento 80 mL de medio
de fermentacién. Todas las pruebas fueron realizadas por duplicado. La temperatura
y pH fueron monitoreados cada 8 y 12 horas respectivamente, para asegurar el

cumplimiento de los rangos de operacion planteados.
4.3.MODELADO MATEMATICO

Para el ajuste de los datos a los modelos planteados, se utilizaron los softwares

Polymath Educational Version 6.0, y Microsoft Excel 2019.

En el primero se emple6 el modulo de Nonlinear Regression, el cual utiliza el
Algoritmo de Levenberg-Marquardt (LM), también conocido como método de minimos

cuadrados amortiguados, para el ajuste de la curva.

Por otro lado, el ajuste al modelo correspondiente con el uso de Microsoft Excel, se

llevé a cabo con el complemento SOLVER, utilizando el método de solucion GRG
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NONLINEAR. Los métodos generalizados de gradiente reducido (GRG por sus siglas
en inglés) son algoritmos para resolver ecuaciones no lineales y son una
generalizacion del método de gradiente reducido al permitir restricciones no lineales y

limites arbitrarios en las variables.

Como objetivo para la activacion del SOLVER, se definié el minimo de la suma de

los residuales al cuadrado.

Una vez arrojados los valores de los parametros que permitirian encontrar el
objetivo planteado con el uso de ambos software, se realiz6 al calculo de los siguientes

parametros estadisticos:

e MSE (Error cuadrado medio)
e R? (coeficiente de determinacion)

e R?2adj (coeficiente de determinacién ajustado)

Una vez obtenido el ajuste de los datos a cada modelo planteado, se procedi6 a la
validacion de cada uno y a la seleccion de aquel con los valores de R?, R?adj mayores

y MSE menores.

4.3.1. Cinéticas de crecimiento microbiano

Una vez terminados los experimentos, se procedio con el analisis de los datos con

la finalidad de obtener un modelo cinético que mejor se ajustara a los datos obtenidos.

Para el crecimiento microbiano se consideraron los siguientes modelos tedricos
encontrados en la bibliografia:

e [Ecuacion Logistica.

e Funcion de Gompertz.

e Modelo de Baranyi y Roberts

4.3.1.1. Ecuacion Logistica.
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Esta ecuacion, describe el comportamiento de la biomasa en distintos procesos de

fermentacion, se representa mediante la Ecuacion 16.

(16)

Donde Nmax hace referencia a la méxima densidad microbiana en el proceso
fermentativo, y es la tasa de crecimiento especifica (h'!) y N la densidad microbiana
(UFC/mL). (Cordon, 2016)

Al integrar la Ecuacion 16 en las condiciones de frontera N=No y t=to=0, se
obtiene la Ecuacién 17, correspondiente al crecimiento de biomasa en funcion del
tiempo.

NONmaxe#t

N = 17
Npax — Xo + Xpett 17)

La forma de la ecuacion utilizada para la elaboracion de este trabajo (Zwietering,

1990) se presenta en la Ecuacion 18:
Ymax — Yo

4max(A — )
1+ evp (=0 )
exp Ymax — Yo

y(t) =+ (18)

Donde y(t) = In N(t), siendo N(t) la densidad microbiana (UFC/mL) al tiempo t; yo =
In No, siendo No el valor asintético inferior y aproximadamente igual a la densidad
microbiana inicial (UFC/mL); ymax = In Nmax, Siendo Nmax el valor asintotico superior y
aproximadamente igual a la maxima densidad microbiana (UFC/mL); pmax = maxima

velocidad especifica de crecimiento (tiempo™); A = tiempo de latencia (tiempo).

4.3.1.2. Funcion de Gompertz.

La funcién de Gompertz es un tipo de modelo matematico para una serie temporal.
Describe el crecimiento en una funcién sigmoidea, como mas lento al comienzo y al

final de un periodo de tiempo dado.

El modelo de Gompertz fue desarrollado inicialmente para describir los procesos

de mortalidad en poblaciones humanas (Garre, 2016). La asintota de la funcién hacia
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la derecha o el valor futuro de la funcién se aproxima de manera mucho mas gradual
por la curva que la asintota de la mano izquierda o de valor inferior. Esto contrasta con
la funcion logistica simple en la que ambas asintotas se acercan simétricamente a la

curva. Es un caso especial de la funcién logistica generalizada.

Posteriormente, se ha modificado para que se aplique en otras areas, por lo que se
desarroll6 como un modelo cinético capaz de describir la concentracién de biomasa a

lo largo del tiempo. (Solano, 2017) Este modelo es descrito mediante la Ecuacion 19.

-B(t—M)

y(t)=A+Ce™*® (19)

Donde y(t) = In N(t), siendo N(t) la densidad microbiana (UFC/mL); C, My B
corresponden a recuentos microbianos cuando el tiempo crece indefinidamente (In
UFC/mL), tiempo para alcanzar la tasa de crecimiento especifica maxima (h) y la
velocidad de crecimiento relativo (In UFC/mL/h) y finalmente A que corresponde
aproximadamente al In N(to) densidad microbiana inicial. Variables que, a su vez
representan expresiones matematicas que permiten encontrar parametros cinéticos de

interés, como se muestra en las Ecuaciones 20, 21y 22.

Expresion matematica para obtener tasa de crecimiento especifica.

_BC 20
= (20)

Il max

Expresion matematica para obtener la duracién de la fase de latencia.

P 21
==—— @

Expresion matematica para obtener la maxima densidad de poblacion

microbiana.

Ymax = A+ C (22)

4.3.1.3. Modelo de Baranyi y Roberts
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El modelo propuesto por Baranyi y Roberts (1994), representado en la Ecuacion
23, describe el crecimiento como una cinética de primer orden de relacion p(t), que
varia en funcidn de las condiciones ambientales y segun la fase en que se encuentre
la poblacion. Durante la fase exponencial este coeficiente es igual a pmax mientras que
durante las fases de latencia y estacionaria se reduce por medio de los coeficientes

a(t) y y(t), ambos comprendidos entre cero y uno.

v _ : y(t) "N 23
E—a(t) Hmax ]/(t) (t) ( )

N indica la densidad microbiana a tiempo t En este modelo se describe la fase
de adaptaciéon asumiendo que existe una sustancia ficticia P(t) que hace de cuello de
botella. El crecimiento de esta sustancia sigue una cinética de Michaelis-Menten, lo
que se ve reflejado en el parametro a(t) tal y como define la Ecuacion 24.

P®) _ PMO/K QM)

“O = PO " TFPO/K, 100

(24)

La variable Q(t)=P(t)/Kp, sin significado microbiolégico, caracteriza el estado
fisiologico de la célula. Esta variable crece exponencialmente a lo largo del
experimento con tasa v, tal y como se describe en la Ecuacion 25. Usualmente se
considera que v =umax para reducir la complejidad del modelo.

dQ _
—=ve® @5

La fase estacionaria se modela a través del parametro y(t), que introduce una
regulacion interna de la poblacion de manera que no puede exceder un valor

determinado (Nmax), tal y como se muestra en la Ecuacion 26

: N(t)
y() = (1 —

max

El parametro m define la suavidad de la transicion entre la fase exponencial y la

)m (26)

estacionaria. Este parametro se suele considerar igual a la unidad. La forma de la
ecuacioén utilizada para la elaboracién de este trabajo (Baranyi, 1994) se presenta a

continuacioén en la Ecuacién 27:
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(=1 + exp(hmax * 1) + exp(Hmax * t) > (27)

(t) = + ln<
Y Ymax —1+ exp(Hmax " t) + exp(lmax * 4 + Yinax — Yo)
Donde y(t) = In N(t), siendo N(t) la densidad microbiana (UFC/mL) al tiempo t; yo =
In No, siendo No el valor asintético inferior y aproximadamente igual a la densidad
microbiana inicial (UFC/mL); ymax = In Nmax, siendo Nmax el valor asintético superior y
aproximadamente igual a la maxima densidad microbiana (UFC/mL); pmax = maxima

velocidad especifica de crecimiento (tiempo™™); A = tiempo de latencia (tiempo).

4.3.2. Cinéticas de produccion de PMA

Para el ajuste de los datos de produccién del polimero se consideraron los
siguientes modelos tedricos encontrados en la bibliografia:

e Funcion de Gompertz.

e Ecuacioén de Ozilgen

e Ecuacion de Peleg

4.3.2.1. Funcion de Gompertz

Esta funcion ha sido utilizada para describir el comportamiento o evolucién de los
productos sintetizados mediante bioprocesos, es el caso del acido lactico (Solano,
2017), de donde se toma para la aplicacion a la produccion de PMA en este trabajo de
investigacion. Esta funcién se describe con mayor detalle en la seccion 5.3.1.2 y se

representa mediante la Ecuacion 28:

-B(t-M)

C(t)=A+Ce® (28)

Donde C(t) es la concentracion de PMA al tiempo t (g/mL); t es el Tiempo (h); A,

B, C y M son parametros de la ecuacion.
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4.3.2.2. Ecuacion de Ozilgen

Inicialmente desarrollada como una variante de la ecuacion logistica para simular
la oxidacion de lipidos en sistemas alimentarios, fue desarrolla originalmente por
Ozilgen en 1990, sin embargo, su uso se ha extendido a explicar la evolucién de la
produccion de algunos metabolitos producto de fermentacion, como el acido lactico
(Solano, 2017).

En la Ecuacion 29 se muestra la forma utilizada para el ajuste de los datos de
produccion de PMA:
Coekt

Co (1 —ekt)

Cm ax

c) = (29)

1—

Donde C(t) es la concentracién de PMA al tiempo t (g/mL); t es el Tiempo (h); Co
es la concentracion inicial de PMA (g/mL); Cmax €s la concentracidbn maxima alcanza

de PMA (g/mL) y k es la constante del modelo.

4.3.2.3. Ecuacion de Peleg

La ecuacion de Peleg (1997) ha sido utilizada para describir el secado e hidratacion
de alimentos (Puscaselu, 2018), y otras aplicaciones respecto a la absorcion de agua.
Originalmente consiste en un modelo empirico, que al ampliar sus aplicaciones hacia
el modelamiento de crecimiento microbiano (Peleg, 1997) se familiariza con una

version modificada de la ecuacion logistica.

En la Ecuacion 30 se presenta la utilizada para el ajuste en la produccion de acido
lactico (Solano, 2017) que ha sido retomada en este trabajo de investigacion:
C(t) = kit™ + k, t™2 (30)

Donde C(t) es la concentracion de PMA al tiempo t (g/mL); t es el Tiempo (h); ki,

k2, n1 y n2 son parametros del modelo.
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4.3.3. Cinética de produccién de biomasa

Debido a los resultados obtenidos respecto a las cinéticas de crecimiento y de
produccion de PMA, se opt6 por ajustar los datos de produccion de biomasa solo
utilizando el modelo de Gompertz, ya descrito, en este caso las variables y ecuacién

guedan como se describe en la Ecuaciéon 31.

-B(t—-M)

C(t) =Cy+Ce™® (31)

Donde C(t) es la concentracién de biomasa al tiempo t (g/mL); t es el Tiempo (h);

Co es la concentracion inicial de biomasa, B, C y M son parametros de la ecuacion.

4.3.4. Validacion de modelos cinéticos

Dada la existencia de diferentes modelos, se hace necesario comparar el
comportamiento de los mismos a fin de seleccionar el que asegure mejores resultados
para un conjunto determinado de datos. La validacién de los modelos es uno de los
pasos necesarios para realizar esta comparacién, siendo de gran importancia en este

tipo de investigaciones (Sargent, 2000).

En la actualidad, no hay un criterio publicado y aceptado internacionalmente que
pueda establecer cuando un modelo es valido, es decir, cuando su aplicacion es
precisa y cuyos resultados pueden inferirse al mundo real, y cuando no
(Buchanan,1997; Giffel,1999).

Tradicionalmente, se utilizan parametros estadisticos como el coeficiente de
determinacién o la MSE (mean square error) para evaluar la validez del modelo (Ross,
1996; McClure et al. 1994). A continuacion, se describen los parametros estadisticos

gue se emplearon en esta parte del trabajo de investigacion:

Error cuadrado medio de regresion (MSE)

Se trata de una medida de la variabilidad que no se debe a cambios en los

factores extrinsecos (Giffel, 1999), sino a la variabilidad inherente a la biologia o0 a
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errores sistematicos. Asi, cuanto menor sea el valor de la MSE, mayor es la

adecuacion del modelo y sus resultados (Sutherland, 1994; Giffel,1999).

Se calcula sumando los cuadrados de los errores y dividiendo entre el nimero
total de datos, representado en la Ecuacion 32, indicando la diferencia entre los valores
estimados y los reales u observados (Buchanan, 1997).

(32)

VSE <z<yl- - mZ)

ne
Donde vy, fi y nt corresponden a los datos experimentales obtenidos, datos

calculados con el modelo y niumero total de datos, respectivamente.

Coeficiente de determinaciéon (R?)

Esta medida indica el ajuste de los datos obtenidos a un modelo lineal; es decir,
nos informa sobre qué cantidad de la variabilidad observada se debe al ajuste lineal
de los datos en el modelo (Giffel,1999). Por lo que, cuanto mas cercano a la unidad
sea el valor de este estadistico, mejor sera la prediccion del modelo (Grau,1993; Duffy,
1994; Sutherland, 1994; Giffel,1999). Se representa en la Ecuacion 33.

MSE 33
MST (33)

Donde R? corresponde al coeficiente de determinaciéon, MSE es el error

R?=1

cuadrado medio de regresion y MST es el error cuadrado medio total.

Coeficiente de determinacién ajustado (R?adj)

De mayor uso en la regresién multiple, el R cuadrado ajustado (o coeficiente de
determinacion ajustado) expresado en la Ecuacion 34, se utiliza para ver el grado de
intensidad o efectividad que tienen las variables independientes en explicar la variable
dependiente. Es decir, indica que porcentaje de variacion de la variable dependiente

es explicado colectivamente por todas las variables independientes. (Martinez, 2005)
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o—1
GL

R2adj = 1 — [( ) “(1— RZ)] (34)

Donde R?2adj corresponde al coeficiente de determinacion ajustado, R?2
corresponde al coeficiente de determinacion, o es el numero datos y GL es el nUmero

de grados de libertad en el modelo.
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5. RESULTADOS

5.1.ESTANDARIZACION A NIVEL LABORATORIO

Como se describio en la seccidn anterior, la composicion del medio de fermentacion
interviene en el comportamiento del microorganismo, por lo que antes de realizar
pruebas con el medio prueba, es decir con los jarabes de recuperacion de la merma
de confiteria, se realiz6 su caracterizacion fisicoquimica. Principalmente, la

composicidén de azucares, asi como su contenido en malato y citrato de sodio.
5.1.1. Caracterizacion fisicoquimica del medio de fermentacién

Al visualizar los promedios obtenidos con su respectiva desviacion estandar, se
puede determinar mediante la Tabla 5.1, que la Unica diferencia significativa se
encuentra en los valores de azlcares reductores y pH. Los primeros estan
directamente relacionados con la distribucion del tipo de carbohidratos presentes en el
jarabe. Por otro lado, el pH puede indicar diferencias importantes entre la presencia de

las sales de sodio.

Tabla 5.1 Valor promedio de los pardmetros fisicoquimicos evaluados en

cada jarabe obtenidos del proceso de recuperacion.

Solidos Azucares AzUcares
TIPO DE Totales
. Reductores Reductores pH
DULCE Disueltos (%) Totales (%)

(°BRIX) ° ’
CcC 66.24+2.11 | 11.67+1.39 | 49.46+5.51 5.98+0.16
JR 65.48+1.60 | 11.00+2.39 | 48.03+2.75 6.10+0.18
N 66.24+2.11 | 15.33+1.96 | 50.84+7.51 7.48 +£0.48

Utilizando los valores obtenidos experimentalmente, el resto de los componentes
de los medios fueron calculados, considerando el balance de masa del proceso de

obtencion. Los resultados se presentan en la Tabla 5.2.
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Tabla 5.2 Composicién de los jarabes obtenidos del proceso de recuperacion en base a los
parametros experimentales promedio.

% Composicion Final

Componente/Tipo de Jarabe JR CC N
Carbohidratos totales 63.20 65.70 64.32
Dextrosa 7.63 8.11 4.96
Maltosa 3.35 3.56 10.37
Sacarosa 37.03* 37.79* 35.51*
Azlcares totales 48.03* 49.46* 50.84*
AzUcares reductores 11.00* 11.67* 15.33*
Agua 34.52* 33.76* 33.76*
Sales 2.28 0.54 1.92
Citrato de sodio 0.49 1.70
Malato de sodio 2.00

Experimentalmente se pueden cuantificar, directa o indirectamente, sélo los
valores marcados con un asterisco (*). El resto de los constituyentes fueron calculados
en base a los balances de materia del proceso de recuperacion (Maldonado, 2020).
En general, los tres tipos de jarabes que pueden emplearse para la fermentacién
presentaron un contenido de sacarosa entre 35-38%. Sin embargo, el rango del
porcentaje de glucosa anhidra (dextrosa) es mas amplio, yendo de un 4 a un 9 %.
Considerando la totalidad de azucares reductores, es decir maltosa y glucosa, las
mezclas estan constituidas por entre 11 y 16%. Los valores experimentales muestran

ligeras diferencias respecto a los valores tedricos presentados.

Cabe sefalar que, aunque existen ligeras variaciones en la composicion de
carbohidratos, esta no es significativa para provocar diferencias importantes en el
crecimiento del microorganismo. No obstante, si es apreciable una diferencia en la
presencia de las sales de acidos organicos, donde el jarabe JR es el Unico que
contiene malato (2%), mientras que los jarabes CC y N solo contiene citrato de sodio,
0.49 y 1.7 % respectivamente. Ademas, es importante recalcar que el jarabe CC en

ocasiones puede obtenerse con cierto porcentaje de acido malico.

En la Tabla 5.3, se muestra la concentracion de los diferentes componentes

cuando se obtiene un medio de cultivo al 120 g/L de azucares totales, para lo cual se
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requieren tedricamente 24.98 g del jarabe JR, 24.26 g del jarabe CC y 23.60 g del

jarabe N.

Tabla 5.3 Composicién tedrica de los medios de cultivo para la fermentacién en medio prueba.

Componente/Tipo de dulce

% Composicion Final

Caramelo Macizo (JR) Caramelo Macizo (CC) Caramelo Suave (N)

Carbohidratos totales 15.79 15.94 15.18
Dextrosa 1.91 1.97 1.17
Maltosa 0.84 0.86 2.45
Sacarosa 9.25 9.17 8.38

Azlcares totales 12.00 12.00 12.00
AzUcares reductores 2.75 2.83 3.62

Agua 83.64 83.93 84.37

Sales 0.57 0.13 0.45

Citrato de sodio 0.12 0.40

Malato de sodio 0.50

La concentracion mas relevante es la de 12 g/L de citrato de sodio en el medio
preparado con el jarabe CC, la cual sobrepasa la concentracion utilizada en el disefio
de experimentos. Asimismo, la diferencia importante entre el perfil de aztcares, donde
el medio preparado con el jarabe N contiene mayor proporcion de maltosa, elevando

de esta manera su contenido de aztlcares reductores.

La presencia de las sales estudiadas puede tener un efecto significativo en el
crecimiento y la productividad del cultivo. Por lo que mediante los resultados que
arrojen el diseiio experimental planteado, se pretende determinar el efecto de cada
variable sobre el comportamiento del microorganismo que afecte la productividad y los

rendimientos del producto deseado.
5.1.2. Selecciéon de la cepa

Morfologia y descripcién del crecimiento

Las cepas estudiadas cuentan con diferencias visibles en su morfologia y en las
caracteristicas necesarias para su crecimiento. A manera de resumen en la Tabla 5.4

se enuncian las mas sobresalientes.
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Tabla 5.4 Morfologia y descripcion del crecimiento de las dos cepas utilizadas en la fermentacion.

Cepa Morfologia en APD Crecimiento en APD
L . .. | Coloracion aparece en las primeras
Terminaciones  Aracnoides, coloracion P L prir
negra-verde oliva (anverso), blanco 24 horas de crecimiento. Tiempo
FM 986, Facultad de ’ aproximado para observar colonias

Medicina UNAM, octubre
2018

(reverso).

Colonias Opacas/Mate, aspecto seco.
Ausencia de pigmento difusible

mayores a 1 mm: 24 h.

Temperatura optima de crecimiento
30°C

Aureobasidium spp,
Laboratorio Micologia,
FCQ, UASLP, octubre
2018

Colonias cremosas, coloracion crema-
blanco (anverso y reverso) en los primeros
5-8 dias de crecimiento, posteriormente

algunas colonias pueden presentar
produccién de melanina.
Colonias brillantes, aspecto humedo.

Ausencia de pigmento difusible

Coloracion negra-verde oliva aparece
cuando se encuentra a T° menores
de 20 °C.

Tiempo aproximado para observar
colonias mayores a1 mm: 72 h.

Temperatura de crecimiento 25°C

Figura 5.1ay 5.1b. Cultivos de Aureobasidium melanogenum (a) y Aureobasidium pullulans (b) en

Agar Papa Dextrosa por 10 dias a 25 °C, seguido de 2 dias en refrigeracion (4 - 7°C).

Como puede observarse en la Figura 5.1a y 5.1b, Aureobasidium melanogenum

presenta una coloracion homogénea del cultivo, un aspecto seco de las colonias y

terminaciones aracnoides, mientras que para Aureobasidium pullulans la consistencia

de las colonias es evidentemente cremosa, y las terminacion mas redondas y sé6lo un

poco arachoides.
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Figura 5.2ay 5.2b. Cultivos de Aureobasidium pullulans en Agar Papa Dextrosa, (a) después de 5
dias a 25 °C, (b) después de 10 dias a 25 °C y 2 dias en refrigeracion (4 - 7°C).

En las Figuras 5.2a y 5.2b se aprecia el cambio de coloracién en los cultivos de
Aureobasidium pullulans, lo que implica que la generacion de melanina, el pigmento
que lo colorea, no se activa hasta varios dias de incubacion y/o a temperaturas de
refrigeracion. No obstante, este pigmento no representa inconveniente ya que no es

excretado al medio.

La diferencia entre las temperaturas de crecimiento, que se indican en la Tabla 5.4,
resulta interesante desde el punto de vista energético. En efecto, para mantener un
proceso a 25°C se requeriria un enfriamiento considerable en temporadas calurosas,
cuando las reacciones que generan calor se estén llevando a cabo. Por el contrario,
elevar el proceso a 30°C, requeriria un consumo de energia. Sin embargo, la
temperatura podria mantenerse, sin necesidad de energia externa, una vez que inicien

las reacciones exotérmicas propias del metabolismo de la biomasa.

Seguimiento de la fermentacién

Para determinar los pros y contras de cada cepa, se analizaron los resultados de
corridas preliminares, con la finalidad de encontrar diferencias significativas que

permitieran seleccionar la cepa que otorgard mejores rendimientos.
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Figura 5.3 Evolucion de pH del medio de Fermentacién utilizando las dos cepas de Aureobasidium
evaluadas.

En la Figura 5.3 se aprecia la evolucion del pH para un medio de fermentacion
120 g/L de sacarosa y 120 g/L de dextrosa, para A. pullulans y A. melanogenum,
observandose un comportamiento similar en cada cepa respecto a ambos azucares.
Se observa que, la pendiente en el caso de A. pullulans, que es negativa, es mas

significativa que para cualquiera de los casos de A. melanogenum.

El comportamiento del pH es un indicio relevante respecto a la produccién de
metabolitos, y por ende significativo para evaluar el metabolismo de ambas cepas. A.
pullulans al tener una pendiente mas pronunciada puede indicar que tiende a una
mayor produccion y excrecion de sustancias al medio de fermentacion, al contrario de
A. melanogenum. Estos metabolitos pueden presentar ventajas o desventajas para la
produccion del polimero de interés, ya que la acidez del medio puede provocar la

hidrolisis de las cadenas.
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Figura 5.4 Consumo de sustrato durante la fermentacién por Aureobasidium melanogenum en

un medio de sacarosa.
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Figura 5.5 Consumo de sustrato durante la fermentacién por Aureobasidium pullulans en un

medio de sacarosa.

Se obtuvieron las gréaficas de consumo de sustrato en 3 variables, °Brix o sélidos
solubles totales, azucares reductores y azlcares totales. Las Figuras 5.4 y 5.5

presentan los resultados para la fermentacién de un medio con sacarosa, para ambas
cepas.

Se puede observar que a medida que el moho comienza a crecer, hay una
disminucién en el contenido de azucares totales, pero un incremento en reductores,
recordando que la sacarosa no es un azucar reductor. Esto implica que, a lo largo del
proceso de fermentacion, hay un subproceso de inversion de sacarosa, obteniendo

fructosa y glucosa que incrementa el valor de azucares reductores. El decremento de
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los solidos solubles totales representa el consumo para el metabolismo del
microorganismo, incluido su crecimiento y la produccion del metabolito deseado. Se
aprecia una estabilizacion en el valor de esta variable, lo que puede atribuirse al resto
de sustancias solubles que el propio microorganismo esta desechando en el medio,

incluido el poliacido mélico.

La concentracién de sustrato esta directamente relacionada con la curva de
crecimiento. Por ello, la Figura 5.6 presenta la curva de crecimiento microbiano para
Aureobasidium melanogenum en un medio de sacarosa y en la Figura 5.7 la

correspondiente para Aureobasidium pullulans, también en un medio con sacarosa.
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Figura 5.6 Curva de crecimiento microbiano para Aureobasidium melanogenum en medio de

sacarosa a 30-35 °C.

En la Figura 5.6, ademas se presentan los resultados conforme a las dos técnicas
de conteo planteadas en la metodologia. Se observa que los resultados arrojan una
sola curva de crecimiento, mostrada como una linea azul. Esto justifica el uso de la
técnica Milles & Misra, para conteo total de mohos en este trabajo de investigacion.
Esta técnica implica un ahorro en tiempo de andlisis, asi como la disminucion de

consumo de medios y energia.
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Figura 5.7 Curva de crecimiento microbiano para Aureobasidium pullulans en medio de

sacarosa a 25-28 °C.

Tanto en la Figura 5.6 como en la Figura 5.7, se muestran las graficas
correspondientes al comportamiento de la temperatura, ya que esta influye
considerablemente en la dispersion de los valores, esto incluye el calor generado por

la fermentacion que puede incrementar la temperatura ambiente.

Las cuentas totales fueron visiblemente mas altas para A. melanogenum. No
obstante, la fase exponencial dura aproximadamente 48 horas. En cambio, para A.
pullulans, se observa un cambio de pendiente importante, pero no el caracteristico
hacia la fase estacionaria alrededor de las 24 y 48 horas. Esto implica que la biomasa
esperada en la fermentacion con la utilizacibn de A. melanogenum sea
considerablemente mayor. Es decir, esta cepa esta consumiendo el sustrato
preferentemente para producir la energia necesaria para su crecimiento. Esto no
implica un beneficio, ya que el interés principal es la conversion del sustrato al producto

deseado y no el aumento de la poblacion microbiana.

En la Figura 5.8, se presenta la produccion de PMA en funcion de la biomasa
generada, en el proceso de fermentacion realizado con A. melanogenum. Se observan
las pendientes de las rectas de ajuste muy cercanas para la produccion del metabolito

y la biomasa (0.0309, 0.0326), siendo ligeramente mayor para la biomasa cuantificada.

67



Esto implica que el microorganismo esta reproduciéndose mas eficientemente. De

hecho, del sustrato consumido poco es dirigido hacia la produccion del polimero

buscado.
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Figura 5.8 Generacion de Biomasa y polidcido malico en la fermentacién de sacarosa por

Aureobasidium melanogenum.

Por otro lado, en la fermentacion realizada con A. pullulans, representada en la
Figura 5.9, las pendientes de ajuste son significativamente diferentes entre si, 0.0462
para la produccién de PMA y 0.0069 para la generaciéon de biomasa. Comparado con
la fermentacion con A. melanogenum, la pendiente es mayor para la producciéon del

polimero y menor para la generacion de biomasa.
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Figura 5.9 Generacion de biomasa y polidcido malico en la fermentacién de sacarosa por

Aureobasidium pullulans.
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Esto dltimo se corroboré también con las cuentas microbianas, que fueron
considerablemente menores para Aureobasidium. pullulans (12 ciclos logaritmicos),
comparado con A. melanogenum (18 ciclos logaritmicos). Una pendiente mayor para
la generacion del producto es una ventaja para una cepa, ya que representa que el
consumo de sustrato estd orientado a la produccién del metabolito y no soélo al
crecimiento del microorganismo. Esto redunda en producciones mayores del polimero
durante la fermentacién, A. melanogenum produjo 6 g/L comparado con 8 g/L de
Aureobasidium pullulans en t=192 h. Ademas, se obtienen menores consumos de
sustrato para la segunda cepa, lo que implica rendimientos de 0.4 g/g sustrato contra
0.24 g/g sustrato, respectivamente. Ademas de que el crecimiento para Aureobasidium
pullulans requiere menores temperaturas, se selecciona esta cepa principalmente

debido a la obtencién de mayores rendimientos.
5.1.3. Estudio del proceso de fermentacion en el medio modelo

Andlisis Estadistico y modelo para rendimiento

Para el andlisis estadistico se utilizé el software Modde Version 7.0 Umetrics. En la
Tabla 5.5 se muestran los valores obtenidos para la variable de respuesta

correspondiente a los 11 experimentos, los cuales fueron realizados por duplicado.

Tabla 5.5 Resultados de los experimentos correspondientes al DOE para Rendimiento de la
fermentacion en el medio modelo

No de Experimento ID Rendimiento promedio Desviacion estandar
1 P03S2 0.31 0.08
2 P11S2 0.26 0.04
3 P07S2 0.34 0.04
4 P02S2 0.33 0.11
5 P10S2 0.23 0.05
6 P08S2 0.23 0.01
7 P09S2 0.31 0.02
8 P06S2 0.37 0.00
9 P0O5S2 0.28 0.02
10 P04S2 0.26 0.06
11 P01S2 0.29 0.07
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El modelo planteado se presenta en la Ecuacion 35:
Y = Bo + B1x1 + Baxz + Paxz + Pax1x; + Psxixz + Pexax3 (35)

Con un total de 11 experimentos realizados y mediante el analisis estadistico
(ANOVA) del rendimiento como variable de respuesta, se muestran los resultados en
la Tabla 5.6, donde se destaca en primera instancia el valor p de la regresion igual a
0.009, el cual es menor al valor de la significancia (alpha=0.05) a un valor de intervalo
de confianza de 95%, por lo que indica que la regresion es valida para el modelo
propuesto. Ademas, el valor de R?=0.96 y R? ajustada de 0.9, indican que el modelo
representa adecuadamente el comportamiento de la variable de respuesta en funcién
de los parametros seleccionados. La prueba de falta de ajuste, que verifica la calidad
de ajuste del modelo y ayuda a evaluar si el orden del modelo es el correcto, no
presenta significancia estadistica relevante por lo tanto es posible aseverar que el
modelo podra predecir de manera adecuada la variable de respuesta.

Tabla 5.6 Resultados del ANOVA correspondiente al andlisis del DOE para Rendimiento de la
fermentacion por A. pullulans.

. MS
Rendimiento DF SS (VARIANCE) F P SD
Total 11 0.9461 0.086
Constante 1 0.9251 0.925
Total 10 0.0210 0.002 0.046
Regresion 6 0.0202 0.003 15.80 0.009 0.058
Residual 4 0.0009 2.13E-04 0.015
Falta de ajuste P 0.0008 3.92E-04 11.75 0.078 0.020
Error del Modelo
Error Puro 2 6.67E-05 3.33E-05 0.006
NF= 11 Q%= 0.495 Cond. no.= 1.1726
DF= 4 R?= 0.960 Y-miss= 0
R? Adj.= 0.899 RSD= 0.0146

También, como resultado del estudio estadistico se analizo la significancia de
los parametros del modelo. La Tabla 5.7 presenta el valor de cada parametro, asi como

su significancia (alpha=0.05), indicando que los parametros correspondientes a los
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factores x3 (concentracion de malato de sodio) y la interaccidn x3 con x2 (concentracion

con citrato de sodio), no tienen efecto estadisticamente significativo sobre el

comportamiento del rendimiento.

Tabla 5.7 Coeficientes de la ecuacion del comportamiento para el rendimiento de la fermentacién
en el medio modelo.

Factor Coeficiente Error Estandar P Intervalo(+-)
Constante 29.00 0.0044 3.16E-07 0.0122
X1 1.50 0.0052 0.044 0.0143
X2 -4.00 0.0052 1.49E-03 0.0143
X3 -0.25 0.0052 0.653 0.0143
X1X2 1.50 0.0052 0.044 0.0143
X1X3 1.75 0.0052 0.027 0.0143
X2X3 1.25 0.0052 0.072 0.0143

Asi, al sustituir los valores de los parametros resultantes de la regresion, se

obtiene la siguiente representacion matemética para el comportamiento del

rendimiento:

y =29.00 + 1.5x; — 4x; — 0.25x3 + 1.5x7x5; + 1.75x7x3 + 1.25x5x3

En el Figura 5.10. se pueden apreciar mas facilmente los datos mostrados en la

Tabla 5.7. En ella se representan los valores de los coeficientes o parametros

obtenidos (escalados y centrados) respecto al variable de respuesta. La grafica

muestra que xi1 presenta una influencia positiva sobre el rendimiento, es decir que la

presencia en mayor proporcion de dextrosa respecto al de sacarosa parece tener un

efecto positivo sobre los rendimientos finales.
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Figura 5.10 Efecto de los factores analizados para el modelo del rendimiento de la fermentacién por

A.pullulans en el medio modelo.

Sin embargo, la variable x2 es la que tiene mayor influencia sobre el rendimiento.
Ademas, la influencia es negativa, lo que significa que la presencia de citrato de sodio
disminuye la produccién de polidcido malico. La presencia de malato de sodio no tuvo,
por si sola, un efecto estadisticamente significativo sobre el rendimiento obtenido,

similar al efecto de la interaccion de ambas sales.

No obstante, las interacciones entre la concentracion del tipo de azlcar y la
presencia de ambas sales, tienden a generar un aumento en la respuesta, es decir
que, a mayor proporciéon en la concentracion de dextrosa sumado a la presencia de
una de ambas sales, muestra un aumento en el rendimiento. Ademas, la interaccion
entre ambas sales no es significativa. Esto se ejemplifica en la Figura 5.11 como una
grafica de contorno del rendimiento en funcidn de la concentracion de citrato de sodio
y de la concentracion de dextrosa, donde a determinada concentracion de la sal de
sodio se obtiene mayor rendimiento a medida que se incrementa la concentracion de

dextrosa en el medio.
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Figura 5.11 Efecto de la concentracion de citrato de sodio y dextrosa sobre el rendimiento de la

fermentaciéon en el medio modelo.

Para finalizar con el andlisis estadistico, en la Figura 5.12, se muestra la grafica
de paridad entre los valores experimentales y los valores predichos obtenidos a través
del modelo. Como se observa, los puntos estan cerca de la linea recta de 45°. Sin
embargo, los puntos al centro del grupo de datos muestran un comportamiento fuera
de esta linea, si bien puede atribuirse a cierto grado de curvatura en el comportamiento
de los datos, que daria como resultado explorar el ajuste en un modelo del tipo
cuadratico, mediante los resultados obtenidos por la prueba de falta de ajuste del
ANOVA, esta idea es descartada.
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Figura 5.12 Comparacién del rendimiento experimental y teérico para la obtencién de PMA por A.

pullulans.
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Curvas de crecimiento

Para evaluar la afinidad por el medio de cultivo respecto a la multiplicacion del
microorganismo, se presenta la Figura 5.13, que muestra el seguimiento del
incremento o decremento de la poblacion microbiana respecto al in6culo utilizado,

mediante las cinéticas de crecimiento.

Se puede observar que las curvas pueden presentar dos tipos de
comportamiento respecto a la pendiente. La mayoria de ellas tiene una pendiente
positiva, representando un aumento de la poblacion. Solamente los experimentos 5y
6 cuentan con un comportamiento negativo, correspondiente a la diminucién de la
poblacién microbiana. Es decir que en estos dos experimentos, la composicion del
medio estd afectando la viabilidad del microorganismo resultando en la muerte del

moho aproximadamente en el segundo dia de fermentacion.
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Figura 5.13 Comparativo de las curvas de crecimiento obtenidas del DOE para el rendimiento de la

fermentaciéon en el medio modelo.

Estos resultados coinciden con los parametros obtenidos para cada factor
evaluado en el analisis del DOE. En efecto, en los medios donde hay presencia de
100% sacarosa Yy citrato, sin importar la presencia o ausencia de malato, la cepa no

pudo sobrevivir mas alla del tiempo mencionado. El efecto inhibidor del citrato en el
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ciclo de Krebs, mencionado en los antecedentes, se corrobora al observar la
disminucién de la cuenta microbiana inicial. Este efecto es inhibido cuando el medio
tiene presencia de glucosa. Esto se debe probablemente a que la célula se adapta a
la presencia de citrato y tiene manera de continuar con su metabolismo, gracias a la

reserva de monosacérido, el cual puede metabolizar con mayor facilidad.

A. pullulans contiene un numero elevado de genes responsables de secretar
proteinas asociadas con el catabolismo de carbohidratos, incluyendo glicosido
hidrolasas, carbohidrato esterasas, glicésiltransferasas, polisacarido liasas y
moduladoras de union de carbohidratos. Este moho, ademas posee un gran nimero
de proteinas transportadoras de carbohidratos, que incluyen varios azucares como
sucrosa, maltosa, lactosa, galactosa, fructosa y xilosa; con mas de 800 secretadores
de proteinas, donde el 45% de ellos estan relacionados con enzimas activas en la

degradacion o catabolismo de carbohidratos (Gostin¢ar, 2014).

En la Figura 5.14 se comparan las cinéticas de crecimiento de los medios sin
afiadir ninguna de las dos sales evaluadas, considerando el ajuste a una linea recta.
Se observa que las pendientes de ambas curvas de crecimiento presentan valores
muy cercanos. Esto indica que el microorganismo utiliza indistintamente ambos
sustratos cuando no se considera la adicion de otro componente que pueda afectar su

metabolismo.

2.2

y=0.0019x+1.5272
R?=0.9552

y=0.0022x+1.3443
R?=0.9722

In UFGy/In UFC,

M Sacarosa 120 g/L
# Dextrosa 120 g/L

0 50 100 150 200 250 300
Tiempo de Fermentacién(h)

Figura 5.14 Evolucion del crecimiento microbiano respecto a la concentracion microbiana inicial para

los medios sin concentracién de malato y citrato de sodio.
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Cheng y colaboradores (2016) determinaron que la cepa ZX-10 de A. pullulans
puede metabolizar la diversidad de azlcares encontrados en la molasa de soya para
la produccion de PMA, entre ellos la estaquiosa, galactosa, rafinosa, sacarosa,
glucosa, fructosa, xilosa y arabinosa. El alto nimero de transportadores de azucar y
de glicosido hidrolasas proporciona la diversidad nutricional de A. pullulans,
permitiendo el uso de varios carbohidratos para su crecimiento y metabolismo

energético. (Gostincar, 2014)

Esto implica que los tres azucares disponibles en el medio empleado en la
elaboracion de este trabajo de investigacion pueden ser metabolizados por el género
sin problema alguno. Sin embargo, otros estudios apuntan a que la utilizacion de
sacarosa tiende a ser relativamente lenta, probablemente debido a la inhibicion por
represion de catabolitos de carbono mediada por glucosa (CCR) (Gorke, 2008). CCR
es un mecanismo de regulacion por el cual la expresion de genes necesarios para la
utilizacién de fuentes secundarias de carbono se evita mediante la presencia de un
sustrato preferido, lo que permite que las células microbianas aceleren su
metabolismo, al optimizar las tasas de crecimiento en entornos naturales que

proporcionan mezclas complejas de nutrientes (Park, 2012).

En la fermentacion donde la sacarosa es la unica fuente de carbono, esta es
rapidamente hidrolizada por invertasas secretadas en el medio, obteniendo glucosa y
fructosa, las cuales son captadas por la célula. Sin embargo, la utilizaciéon de fructosa
es inhibida por la glucosa (Wei, 2017), ya que en general, la glucosa es la fuente de
carbono preferida. Por ello, su presencia puede disminuir el transporte y catabolismo
de otras fuentes de carbono por activacion de una compleja red regulatoria (Conrad,
2014).

Cuando se comparan las curvas correspondientes a los medios donde la
concentracion de dextrosa es 120 g/L (Figura 5.15), podemos observar que aquellos
medios con adicion de citrato, tienen pendientes finales de crecimiento mayores que

aquellas que no tienen la presencia de esta sal.
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Figura 5.15 Evolucion del crecimiento microbiano respecto a la concentracién microbiana inicial para

los medios 120 g/L dextrosa.

Ademas, en la curva correspondiente al medio de cultivo conteniendo solo
malato de sodio, se observa la estabilizacion de la tasa de crecimiento. Es decir, la
velocidad de muerte y reproduccién celular son casi equivalentes. Por otro lado, se
observa una tasa de crecimiento menor al inicio de la fermentacion del medio donde
solo hay presencia de citrato. En efecto, se observa que la muerte celular es mayor
qgue la velocidad de crecimiento. Sin embargo, esta tiende a recuperarse después de

las 48 h de fermentacion.

Los comportamientos no son similares a las curvas de los medios donde la
concentracion de sacarosa es 120 g/L (Figura 5.16). En este caso, las curvas con
presencia de citrato de sodio presentan la inhibicion completa del crecimiento, con
presencia o ausencia de malato de sodio. Por otro lado, las pendientes finales de la
tasa de crecimiento para las curvas donde no hay presencia de citrato son muy
similares. No obstante, la correspondiente al medio con malato de sodio, tiene un
periodo donde la velocidad de crecimiento y mortandad son equivalentes, visualmente

representado como una recta con pendiente igual a cero.
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Figura 5.16 Evolucion del crecimiento microbiano respecto a la concentracién microbiana inicial para

los medios 120 g/L sacarosa.

5.1.4. Estudio del proceso de fermentacidon en el medio prueba.
Rendimiento teorico

Con base a la composicion tedrica, se aplica la transformacion de variables
obteniendo el valor codificado de cada una. La Tabla 5.8 presenta los valores para
cada medio de fermentacion:

Tabla 5.8 Valores codificados para cada variable estudiada de los medios de
fermentacion a base de jarabe obtenido del proceso de recuperacion.

Variable
Tipo de Jarabe X1 X2 X3
JR -0.715 -1 0.429
CcC -0.706 | -0.520 -1
N -0.796 0.600 -1

De esta manera se obtiene los valores restantes para las interacciones simples
gue también se sustituirdn en el modelo obtenido mediante el andlisis de los

rendimientos del DOE, los cuales se muestran en la Tabla 5.9:
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Tabla 5.9 Valores codificados todas las variables introducidas al modelo del
rendimiento de la fermentacion.

Variable Interacciones simples
Tipo de Jarabe X1 X2 X3 X1 X2 X1 X3 X2 X3
JR -0.715 -1 0.429 0.715 -0.307 | -0.429
CC -0.706 | -0.520 -1 0.367 0.706 0.520
N -0.796 0.600 -1 -0.478 0.796 -0.600

Los resultados de la ecuacién se presentan en la Figura 5.17, donde se observa
que, considerando la composicion tedrica de los jarabes de recuperacion, el medio de
fermentacidon que tedricamente deberia presentar mejores rendimientos es el
preparado con el jarabe correspondiente al tipo de dulce CC, seguido del JR. El que
produce un menor rendimiento tedrico es el medio de fermentacién preparado a base

del jarabe correspondiente al tipo de dulce N.
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Figura 5.17 Rendimiento obtenido mediante el uso del modelo obtenido del DOE para rendimiento de

la fermentacién en el medio modelo.

Rendimiento experimental

Para corroborar la funcionalidad del modelo, se compararon los rendimientos
promedio obtenidos mediante la realizacion de corridas para cada tipo de jarabe. En
la Tabla 5.10 se muestran la composicion tedrica de cada jarabe considerando los
valores experimentales que pueden ser determinados, marcados con un asterisco (*),
el resto de los valores fueron calculados mediante balance de materia, de la misma

manera que para la caracterizacién fisicoquimica del medio de fermentacion.
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Tabla 5.10 Composicion teérica de los jarabes utilizados para la preparacion de medios de
fermentacion a nivel laboratorio.

% de Composicién
Componente/Tipo de dulce  Caramelo Macizo (JR) Caramelo Macizo (CC) Caramelo Suave (N)

Carbohidratos totales 63.70 64.47 75.74
Dextrosa 6.88 10.07 4.19
Maltosa 3.02 4.43 8.77
Sacarosa 39.91* 39.40%* 41.87*
Azlcares totales 49.84* 53.89* 54.84*
AzUcares reductores 9.93* 14.49* 12.96*
Agua 34.00* 35.00* 22.00*
Sales totales 2.30 0.53 2.26
Citrato de sodio 0.48 2.00
Malato de sodio 2.02

Al realizar el ajuste del medio de fermentacién a 120 g/L de azUcares totales, se
obtiene las concentraciones finales de sacarosa, dextrosa, citrato de sodio y malato de
sodio disponibles, las cuales se presentan en la Tabla 5.11, donde se observa que la
concentracion de citrato es mayor en el medio N, y en este mismo medio la
concentracion de dextrosa es menor comparada con el resto de los medios de
fermentacién, contrastando con una proporcion importante de maltosa y otros
carbohidratos disponibles (maltodextrinas).

Tabla 5.11 Composicion teérica de los medios de fermentacion utilizados para prueba a nivel
laboratorio.

% de Composicion
Componente/Tipo de dulce  Caramelo Macizo (JR) Caramelo Macizo (CC) Caramelo Suave (N)

CARBOHIDRATOS TOTALES 15.34 14.35 16.57
DEXTROSA 1.66 2.24 0.92
MALTOSA 0.73 0.99 1.92
SACAROSA 9.61* 8.77* 9.16*
AZUCARES TOTALES 12.00* 12.00* 12.00*
AZUCARES REDUCTORES 2.39* 3.23* 2.84*
AGUA 85.00* 85.00* 85.00*
SALES TOTALES 3.55 3.12 3.50
CARBONATO DE CALCIO 3.00 3.00 3.00
CITRATO DE SODIO 0.11 0.44
MALATO DE SODIO 0.49
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Se aprecia que los valores que pueden ser obtenidos experimentalmente,
marcados con un asterisco (*), son muy cercanos a los valores promedio presentados
en la seccion correspondiente a la caracterizacion fisicoquimica del medio de
fermentacion. El que presenta mayor variacion es el correspondiente al Caramelo
Suave (N), que en la practica es el jarabe de recuperacion con mayores rangos en sus

variables de aceptacion.

Una vez que se realiza el ajuste correspondiente para la preparacion del medio,
se obtiene la produccién final de PMA a t=240 h y los azlcares totales consumidos,
para calcular de esta manera el rendimiento. En la Tabla 5.12 se presenta el
rendimiento promedio obtenido (2 corridas para cada tipo de jarabe) y su desviacion
estandar, los jarabes preparados con el tipo de jarabe JR y CC son los que presentan
mayores rendimientos (0.33 y 035 g/g respectivamente), esta tendencia coincide con
el resultado de la aplicacion de la ecuacion obtenida mediante el disefio de
experimentos (0.318 y 0.327 g/g).

Tabla 5.12 Rendimiento promedio de la fermentacion
respecto al PMA obtenido.

Tipo de Jarabe Rendimiento DeSVIiaCién
Promedio (g/g) Estandar
JR 0.33 0.015
JR* 0.15 0.009
cc 0.35 0.011
N 0.28 0.042

Ademas, se presenta el resultado para las corridas obtenidas con el Jarabe JR con
y sin el resto de las sales afiadidas al medio de fermentacion. Este ultimo marcado con
un asterisco en la Tabla 5.12. En el caso del Jarabe JR, se observa que hay una
diferencia importante respecto al rendimiento obtenido, mas del doble respecto al
obtenido con el medio de fermentacion sin las sales. Esto indica la importancia de la

adicion de los componentes del medio de fermentacion.
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Seleccion del jarabe para prueba piloto

La diferencia entre los dos rendimientos mayores obtenidos, con los medios de
fermentacién preparados a base de los jarabes de recuperacion, no es suficiente para
seleccionar uno de ellos de manera definitiva, esto se aprecia en la Figura 5.18. El
intervalo correspondiente a la desviacion estandar del medio de fermentacion
preparado con el jarabe CC no alcanza a sobrepasar el correspondiente al preparado
con el jarabe JR.

0.40

035 T |

0.30
0.25

0.20

0.15 +

0.10 ~

0.05

0.00 - T
JR JR* cC N

Rendimiento promedio (g/g)

Figura 5.18 Desviacion de los valores promedio de los rendimientos de la fermentacion respecto a la

produccion de PMA obtenidos experimentalmente.

El hecho de que los valores promedio de cada grupo no sean iguales no implica
gue haya evidencias de una diferencia significativa. Dado que cada grupo tiene su
propia variabilidad, aunque el tratamiento no sea eficaz, las medias muestrales no
tienen por qué ser exactas. Comprobar que los mayores promedios obtenidos no son

diferentes estadisticamente, permite el uso indistinto de cualquiera de ellos.

Con el fin de definir si la diferencia observada entre las medias de los dos grupos
con los valores mayores de rendimiento es significativa, se realizé una prueba o test
de hipotesis utilizando la distribucion t-student obteniendo un valor de t=0.448, que
corresponde a p=0.698, por lo que al ser p>0.05 (considerando un intervalo de
confianza del 95%) la hipotesis nula es aceptada, es decir, las medias de ambas

muestras no son estadisticamente diferentes. Por lo que, experimentalmente no se
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encuentra diferencia significativa sobre el rendimiento promedio obtenido utilizando el

jarabe JR o CC para la preparacion del medio de fermentacion.

En las Figuras 5.19a y 5.19b se observa los comportamientos correspondientes
al consumo de azucares (como reductores totales) y la evolucion de los azlcares
reductores, ademas del correspondiente a los solidos solubles totales para los dos

medios analizados mediante la prueba t.
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Figuras 5.19ay 5.19b. Consumo de Azlcares totales, evolucidon de Sélidos Soluble Totales (°Brix) y

Azlcares Reductores para la fermentacion a nivel laboratorio.

Se aprecia que para azucares reductores el incremento es mas pronunciado
cuando se utiliza el jarabe CC. Sin embargo, la evolucion de los azlcares totales es
similar en ambos y la concentracibn de solidos solubles totales se mantiene
practicamente constante. Esto es indicativo de un mayor desdoblamiento de los

disacaridos antes de su utilizacién en el medio CC.

Por consiguiente, al no encontrar diferencias que impliquen la obtencion de
mayores rendimientos, se selecciona el jarabe JR para la realizacion de las pruebas a
nivel piloto, debido a que, como se presenta en la Tabla 5.13, este tipo de dulce se
produce en mayor cantidad y su porcentaje de recuperacion es igualmente mayor que
el dulce CC.
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Tabla 5.13 Cantidad de merma producida y recuperada
mensual por tipo de dulce.

Tipo de Merma Recuperado %
producida L
Dulce (kg) Recuperacion
(kg)
N 9,048 7,390 82%
JR 9,745 4,884 50%
cC 4,792 1,254 26%

Finalmente, se procede a la preparacion del medio de fermentacion para la

prueba a nivel piloto a partir del jarabe obtenido de la merma del dulce tipo JR.
5.2. EXPERIMENTO DE VALIDACION A NIVEL PILOTO

Al afadir aireacion constante al sistema, ademas de otros elementos como el
sistema de control de temperatura y la agitacion controlada, es de esperar que el
comportamiento del microorganismo tenga variaciones respecto a lo observado a nivel

laboratorio en los experimentos en matraz.
5.2.1. Seguimiento de la fermentacion

Debido a la naturaleza aerobia del moho utilizado, se espera un incremento en el
crecimiento microbiano y de produccion de metabolito. Esto se corrobora en la Figura
5.20, donde se presentan los resultados de biomasa y PMA obtenidos a nivel piloto,
asi como la evolucién de la concentracion de solidos solubles totales (°Brix).

Se observa que los sélidos solubles totales aumentan las primeras 48 h que
dura el experimento, esto se atribuye a la naturaleza de los componentes del jarabe
de recuperacion a partir del cual fue preparado el medio de fermentacion. Este jarabe
cuenta con una proporcién de entre 10 y 15 porciento de jarabe de glucosa, en la Tabla
5.14 se ilustra una composicion tipica para estos jarabes, donde se aprecia que solo

una fraccion de los solidos totales corresponde a glucosa.
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Figura 5.20 Evolucion de sustrato, PMA y biomasa durante la fermentacién con Aureobasidium

pullulans en reactor tipo batch.

Tabla 5.14 Perfil de carbohidratos tipico de un jarabe de glucosa utilizado en confiteria.

Carbohidratos % B.S.
Dextrosa 18.2
Disacdridos 13.8
Trisacaridos 10.5
Tetrasacaridos o mayores 57.5

Es posible que el microorganismo este realizando la hidrélisis de las
maltodextrinas presentes en el jarabe y de esta manera se incrementa el contenido de

azucares disponibles para el consumo y produccion del polimero.

Esta hipotesis se sustenta al observar la evolucion del contenido de azlcares
totales, reductores y sacarosa respecto al contenido de sélidos solubles totales, los
cuales se presentan en la Figura 5.21. En esta grafica se aprecia, al inicio de la
fermentacién, un aumento importante en soélidos solubles totales, concentracion de
azucares reductores y azucares totales. Sin embargo, la sacarosa se mantiene
constante y una vez que los solidos solubles totales comienzan a disminuir (~72 h), lo
hacen también el resto de las fracciones de azUcares. Sin embargo, la pendiente es
visiblemente mayor para los azlcares reductores que para la sacarosa, lo cual puede
explicarse como una predileccion de A. pullulans a consumir mas rapidamente los

azucares reductores disponibles (glucosa y maltosa).

85



16

14

12

10

Concentracion (%)
0

0 50 100 150 200 250
Tiempo de fermentacién (h)

—&— Solidos Solubles Totales Azlicares Reductores Azticares Totales Sacarosa

Figura 5.21 Evolucion de los componentes del sustrato en el medio de fermentacion a base de

jarabes de recuperacion por accion de A. pullulans en reactor tipo batch.

Aproximadamente a la mitad del tiempo que dura la fermentacién (~120 h), las
concentraciones de azucares totales, reductores y sacarosa se estabiliza y se
mantiene constante hacia el final de la fermentacién. No obstante, el comportamiento
de los solidos solubles es una pendiente descendente después de las 72 horas
acercandose al valor final de los azucares totales.

Esto indica que, llegado a este punto, el microorganismo vuelve a hacer uso de las
maltodextrinas restantes del jarabe de maiz, para continuar con su metabolismo. Esto
a través de la hidrdlisis de las cadenas de maltodextrinas en azUcares mas pequefos,
que facilitan su transporte al interior de la célula y, al no existir un incremento
importante en las concentraciones de azucares, es probable que la velocidad de
consumo sea igual a la velocidad con la que estos se generan. De esta manera se
demuestra la capacidad de utilizar diferentes carbohidratos como sustrato de la cepa

A. pullulans, utilizada en este trabajo de investigacion.

Respecto al crecimiento del microorganismo, en la Figura 5.22 se presenta la curva
correspondiente a la cuenta total, como determinacion de viabilidad, y la concentracion
de biomasa en DCW. Se observa, que independientemente del comportamiento en

aumento del DCW, la viabilidad de la poblacion microbiana comienza su fase
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estacionaria cerca de la mitad del tiempo que dura la fermentacion (120 h). Debido a
que DCW no permite el reconocimiento entre células viables y no viables, esta técnica
no podria ser determinativa para predecir el comportamiento del crecimiento del
microorganismo. Es por ello que los modelos de crecimiento fueron ajustados a los
datos de cuenta total.
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Figura 5.22 Evolucion de la cuenta microbiana (MYL) contra la produccién de biomasa (DCW) en el

medio de fermentacidn a base de jarabes de recuperacion por A. pullulans en reactor tipo batch.

5.2.2. Rendimiento obtenido

Para el calculo de los rendimientos obtenidos en el experimento a nivel piloto, se
parti6 de la concentracion maxima observada de sélidos solubles totales, en el
supuesto que todos los azucares y maltodextrinas disponibles pueden ser
metabolizadas por el microorganismo, considerando un balance masico representado
en la Ecuacion 37:

SSTm-SST=SST. (37)

Donde SSTn representa el valor maximo de sélidos solubles totales o °Brix, SST¢
corresponde al valor final de solidos solubles totales, y SST¢ a los sélidos solubles

totales consumidos durante la fermentacién por el microorganismo.

Se obtuvieron los valores de rendimiento tanto para la produccién del polimero

como la produccién de biomasa, expresados en las ecuaciones 38 y 39:
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Rendimiento del producto
Rpis = SST/PMA¢ (38)

Siendo PMAs la cantidad de PMA determinada en el tiempo final de la fermentacion
(240 h).

Rendimiento de la biomasa
Rbis = SSTJ/DCWs (39)

Siendo DCWs la cantidad de biomasa determinada en el tiempo final de la

fermentacion (240 h).

El valor maximo de sélidos solubles totales presentado fue de 0.147 g/mL, y el valor
de este componente a las 240 h de fermentacion corresponde a 0.078 g/mL, dando un
total de 0.07 g/mL de sdlidos solubles totales consumidos, considerando 0.056 g/mL
de PMA y 0.030 g/mL de DCW producidos en este tiempo, los rendimientos obtenidos

fueron los siguientes:
Rp/s =0.81 g/g
Ruis = 0.44 g/g

Por lo que el microorganismo mostré mejores rendimientos para la obtencién del
metabolito, lo cual es buscado para este tipo de procesos, aproximadamente el doble
del obtenido para la produccion de biomasa. Indicativo de que el microorganismo
tiende a dirigir su metabolismo para producir PMA y en menor medida para

reproducirse.

5.3.MODELADO MATEMATICO

5.3.1. Cinética de crecimiento microbiano

Visualmente la curva de crecimiento no cuenta con fase de retraso (lag), por lo que

los pardmetros de cada ecuacion correspondientes a la duracidon de esta fase de la
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curva de crecimiento (A) recibieron el valor de 0, simplificando el nimero de parametros

a calcular.

Una vez ajustados los datos experimentales a los modelos propuestos, en la Tabla
5.15 se presentan los parametros cinéticos de crecimiento microbiano obtenidos con
cada modelo. Se indican los valores arrojados con los dos softwares empleados,
pudiendo apreciar que huméricamente no presentan diferencias importantes, los tres

modelos arrojan un valor maximo de densidad microbiana entre (Yma)17.2 y 18 In

UFC/mL, y una velocidad maxima (Umax) entre 0.17 y 0.22 In UFC/mL/h. Los valores

menores, tanto de Ymne como de Umax, fueron obtenidos con el modelo de Baranyi y

Roberts, mientras que los valores mayores fueron obtenidos con el ajuste de los datos

al modelo de Gompertz. La situacién fue similar con el uso de ambos softwares.

Tabla 5.15 Ajuste de los datos experimentales de crecimiento microbiano por A. pullulans en reactor

tipo batch a los modelos Logistico, Gompertz y Baranyi & Roberts.

Parametros de cinética microbiana (Polymath)

BARANYIY
LOGISTICO GOMPERTZ ROBERTS
Ymax 17.3854 17.9069 17.2241
Mmax 0.2063 0.2291 0.1704
Parametros de cinética microbiana (Solver Excel)
BARANYIY
LOGISTICO GOMPERTZ ROBERTS
Ymax 17.3826 17.9070 17.2240
Mmax 0.2062 0.2291 0.1704

Para identificar la calidad del ajuste, se graficaron los valores obtenidos
tedricamente contra los datos experimentales, para obtener la prueba de linealidad. En
el mismo grafico se presentan los valores obtenidos mediante el uso de Polymath y el
Solver de Excel, En las Figuras 5.23, 5.24 y 5.25 se observan para cada modelo

propuesto, observando que los puntos correspondientes al software utilizado estan
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sobrepuestos, indicando que los valores de los datos arrojado son muy cercanos. Por
otro lado, respecto al modelo empleado, se aprecia que el modelo que presenta un
mayor numero de puntos mas cercanos a la linea de 45°, es el que hace uso de la

funcién de Gompertz.
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Figura 5.23 Comparacion de la cuenta microbiana tedrica y experimental para A. pullulans empleando

el modelo Logistico.
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Figura 5.24 Comparacion de la cuenta microbiana tedrica y experimental para A. pullulans empleando

el modelo Gompertz.
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Figura 5.25 Comparacion de la cuenta microbiana teérica y experimental para A. pullulans empleando

el modelo Baranyi y Roberts.

Adicionalmente en la Tabla 5.16 se presenta el comparativo de parametros

estadisticos para el ajuste de los datos a los tres modelos propuestos, utilizando los

dos softwares mencionados, donde se observa que no existe diferencia estadistica

entre la calidad del ajuste independientemente el software.

Tabla 5.16 Parametros estadisticos del ajuste de datos experimentales a los modelos Logistico,

Gompertz y Baranyi & Roberts para crecimiento microbiano de A. pullulans en reactor tipo batch.

Modelo para crecimiento microbiano (Polymath)

. BARANYIY

LOGISTICO GOMPERTZ ROBERTS
é § MSE 0.756 0.715 0.814
% ‘g R? 0.969 0.971 0.967
g 5 R%adj 0.964 0.966 0.961

Modelo para crecimiento microbiano (Solver Excel)

. BARANYIY

LOGISTICO GOMPERTZ ROBERTS
é g MSE 0.756 0.715 0.814
é a R? 0.969 0.971 0.967
g g R%ad] 0.964 0.966 0.961

Sin  embargo,

entre modelos si se aprecian diferencias importantes.

Identificando que el modelo que genera un menor MSE fue Gompertz, contra el mayor

gue fue Baranyi y Roberts. Respaldando al modelo de Gompertz, este también cuenta
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con los valores mayores para el coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de
determinacion ajustado (R2adj), los cuales indican que el mejor ajuste de los datos

respecto de los 3 modelos planteados, lo brinda Gompertz.

Finalmente, se presenta en la Figura 5.26 los puntos experimentales de la curva
de crecimiento, asi como las lineas correspondientes al ajuste de los datos a los 3
modelos planteados. Visualmente no se aprecia una diferencia importante, sin
embargo, tal como se corroboré con los parametros estadisticos, el modelo de
Gompertz fue el que mejor se ajustd al comportamiento del crecimiento microbiano de
la cepa de A. pullulans utilizada en el reactor tipo batch con el medio de fermentacion

elaborado a base de residuos de confiteria.
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Figura 5.26 Curvas de crecimiento microbiano para A. pullulans en reactor tipo batch, datos

experimentales y ajustados a los modelos Logistico, Gompertz y Baranyi & Roberts.

Por lo que el modelo final del comportamiento del crecimiento microbiano

gueda expresado en la Ecuacion 40.

—0.0262(t—1)

y(t) = —5.87 + 23.77e"¢ (40)

M toma el valor de 1 para poder obtener A =0, y(t) corresponde al In UFC/mL en el

tiempo t, y t al tiempo.
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5.3.2. Cinéticas de produccion de PMA

Para el caso de la produccion del polimero, se realizé un procedimiento similar al
descrito en la seccion anterior, consideraron todos los parametros de las ecuaciones

correspondientes a cada modelo.

Para identificar la calidad del ajuste, se graficaron los valores obtenidos
tedricamente contra los datos experimentales, para obtener la prueba de linealidad. En
el mismo gréfico, Figuras 5.27, 5.28 y 5.29, se presentan los valores obtenidos
mediante el uso de Polymath y el Solver de Excel, observando que, a diferencia del
crecimiento microbiano, los puntos arrojados con ambos softwares no se sobreponen

exactamente, sin embargo, los valores de los datos siguen siendo muy cercanos.

Al igual que en el caso del crecimiento microbiano, la prueba de linealidad es mejor

para el modelo de Gompertz.
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Figura 5.27 Comparacion de cinéticas de produccion de PMA por A. pullulans tedrico y experimental

empleando el modelo Gompertz.
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Figura 5.28 Comparacion de cinéticas de produccion de PMA por A. pullulans tedrico y experimental

empleando el modelo Ozilgen.
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Figura 5.29 Comparacion de cinéticas de produccion de PMA por A. pullulans tedrico y experimental

empleando el modelo Peleg.

Para finalizar el analisis de bondad de ajuste, en la Tabla 5.17 se muestran los
pardmetros estadisticos del ajuste con ambos softwares. Para el caso de la produccion

del polimero, hay diferencias mas relevantes considerando el software utilizado.
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Tabla 5.17 Parametros estadisticos del ajuste de datos experimentales a los modelos Gompertz,

Ozilgen y Peleg para produccion de PMA por A. pullulans en reactor tipo batch.

Modelo para cinética de produccién de PMA (Polymath)

GOMPERTZ OZILGEN PELEG
838 MSE 5.75E-06 7.18E-06 9.44E-06
e O
e
s %’ R? 0.985 0.982 0.976
< <
€ =
=9 R2 ADJ 0.980 0.978 0.968
Modelo para cinética de produccién de PMA (Solver Excel)
GOMPERTZ OZILGEN PELEG
é § MSE 5.83E-06 7.18E-06 9.69E-06
e
S g R? 0.985 0.982 0.975
< <
L =
I v R? ADJ 0.982 0.978 0.970

Sin embargo, los menores valores de MSE siempre son obtenidos con el ajuste
al modelo de Gompertz, asi como los valores de R? y R?adj son mayores para este
modelo, corroborando de esta manera el mejor ajuste de los datos utilizando esta
funcién, por lo que este fue el modelo seleccionado, en la Tabla 5.18 se muestran los
pardmetros de la ecuacion obtenidos por ambos softwares, y se puede observar que
aunque difieren entre ellos, aquellos obtenidos mediante el uso de Polymath arrojan
un valor de MSE menor, por lo que es el ajuste obtenido de esta manera el que se
selecciona para la produccion de PMA.

Tabla 5.18 Ajuste de los datos experimentales de produccion de PMA por A. pullulans en reactor tipo

batch al modelo de Gompertz.

Parametros de cinética de produccion de PMA

A C B M
POLYMATH -0.0019 0.0610 0.0157  70.8977
SOLVER
EXCEL 0 0.0581 0.0169 74.0266

Finalmente, en la Figura 5.30 se presenta los valores experimentales, asi como las

curvas correspondientes al ajuste de los datos a los 3 modelos planteados. Se observa
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mayor variacion que en el caso del crecimiento microbiano, entre datos experimentales
y valores tedricos de cada modelo. No obstante, se corrobora que nuevamente el mejor
ajuste es proporcionado con el uso de la funcion de Gompertz para el caso de la

produccién del polimero del &cido mélico con la cepa de A. pullulans utilizada.
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Figura 5.30 Cinética de producciéon de PMA por A. pullulans en reactor tipo batch, datos

experimentales y ajustados a los modelos Gompertz, Ozilgen y Peleg.

De tal manera que en la Ecuacion 41 se representa el modelo para el ajuste de los

valores de produccion de PMA:

—0.0157(t—70.898)

C(t)pya = —0.0019 + 0.0610e ¢ (41)

5.3.3. Cinética de produccién de biomasa

Para el caso de la produccion de biomasa en base a los resultados del ajuste de
datos de crecimiento microbiano, el cual mostr6 un mejor ajuste al modelo de
Gompertz, se optd por realizar el ajuste a un modelo basado en esta misma funcion.
De tal manera que en la Figura 5.31 se muestran los datos experimentales y el ajuste
de los mismos al modelo antes mencionado y, para corroborar la bondad de ajuste en
la Tabla 5.19 se presentan los parametros estadisticos que evaltan la validez del
modelo. Se presentan valores de R? y R?adj por arriba de 0.99, el mejor ajuste de todas

las variables analizadas del seguimiento de la fermentacién, asi como un valor de MSE
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del orden de 107, indicando un alto grado de ajuste de los datos experimentales al

modelo propuesto.
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Figura 5.31 Ajuste de datos experimentales de produccion de biomasa de A. pullulans en reactor tipo

batch al modelo de Gompertz.

Tabla 5.19 Parametros estadisticos del ajuste de datos experimentales al modelo de
Gompertz para la produccién de biomasa de A. pullulans en reactor tipo batch.

Parametro
... Valor
Estadistico
MSE 9.027E-07
R? 0.994
R? adj 0.992

De esta manera se obtiene la Ecuacion 42 que representa el comportamiento de

la produccién de biomasa en el sistema estudiado a nivel piloto:

—0.0213(t—102.04)

C(t)pew = 0.0014 + 0.031e~® (42)

5.3.4. Acoplamiento de cinéticas

Finalmente, se presentan las cinéticas obtenidas graficadas en la Figura 5.32,
donde se puede observar el seguimiento de la fermentacién en base a la funcion de
Gompertz. Donde lo mas importante radica en la produccién de PMA, la cual, a
diferencia de un bioproceso tipico, no espera a que el crecimiento del microorganismo

entre en la etapa estacionaria. Es decir que gran parte del consumo de sustrato, desde
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las primeras etapas de la fermentacién, es dirigido hacia la produccién del polimero.
Por el contrario, a un comportamiento tipico, la pendiente de produccion decrece en la

etapa estacionaria de crecimiento.
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Figura 5.32 Cinéticas obtenidas con el ajuste de datos experimentales de la fermentacién para la

produccion de PMA por A. pullulans en reactor tipo batch.

La produccion de la biomasa, por otro lado, aunque en general coincide con las
etapas sefaladas en la curva de crecimiento, se mantiene en aumento a lo largo del
tiempo que dura el experimento, lo cual no representa que las células viables contindien

en aumento, reflejado en la meseta final de la curva de crecimiento.

A pesar de que la biomasa esta en incremento, esta no alcanza ni la velocidad

ni la concentracion maxima observada en la cinética de produccion de PMA.

Esto ultimo es importante, ya que determina que el proceso global cumple la
finalidad de que la produccion del metabolito sea mayor a la biomasa generada a lo
largo de toda la fermentacion.
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CONCLUSIONES

Se logré reproducir el proceso de fermentacién para la obtencion de PMA, mediante la
utilizacion de dos cepas no reportadas previamente en la literatura. La correspondiente
a la especie Aureobasidium pullulans, logré obtener mayores rendimientos y

productividades.

El disefio de experimentos de las pruebas a nivel laboratorio determiné la importancia
de la concentracion de dextrosa como promotor del rendimiento y el citrato de sodio
como inhibidor. Los rendimientos obtenidos a esta escala estuvieron dentro del rango

de 0.2-0.4 gpma/gsustrato, Valores que son menores a los reportados en la literatura.

Los resultados arrojados por el DOE asi como su validacion a nivel laboratorio
utilizando los jarabes de recuperacion, permiti6 determinar las condiciones de
operacion para la validacién a nivel piloto, en busqueda de la obtencién del mayor
rendimiento. En el experimento a nivel piloto se utiliz6 el jarabe JR para la preparacion
del medio de fermentacion. Ya que, aunque el rendimiento tedrico esperado es
estadisticamente similar al jarabe CC, la produccién de la merma JR es superior a la

CC, por lo que esto ultimo determiné su seleccion.

A pesar del bajo rango de rendimiento obtenido por el DOE a escala laboratorio, los
resultados a nivel piloto lograron mejorar considerablemente estos valores. Se
constaté un incremento de hasta 100%, obteniendo un rendimiento experimental de
0.81 grma/gsustrato. ESte resultado muestra el interés del uso de esta cepa en particular,
ya que, respecto a lo reportado en la literatura, esta es una de las cepas que en
conjunto con el tipo sustrato y el sistema utilizado, permiten la obtencion de mejores

resultados.

La mejora del rendimiento obtenido a nivel piloto, con respecto a los valores
experimentales a escala laboratorio, se atribuye a un ambiente mas favorable en las
condiciones de crecimiento microbiano. En efecto, la inclusion de aireacion y la

agitacion constante permite que el medio tenga una mayor oxigenacion, que el moho
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requiere para su correcto metabolismo. Ademas, la agitacion facilita el contacto del
microorganismo con los diferentes nutrientes del medio, que este requiere para la

produccion del polimero buscado.

Mas aun, los resultados de la prueba a escala piloto permitieron establecer las
cinéticas en un biorreactor tipo batch. El ajuste de los datos experimentales de
crecimiento microbiano, produccion del polimero y produccion de biomasa se ajustaron

al modelo de Gompertz, con valores de R? superiores a 0.97.

Por lo anterior, se establece la factibilidad técnica de produccion del poliacido malico
mediante una via biotecnoldgica, con rendimientos obtenidos en medios de
fermentacion de jarabes de merma similares a los obtenidos con soluciones modelo
de azucares. Los resultados a escala piloto muestran que este proceso puede ser

escalado incluso a nivel industrial.

Como perspectiva, es necesario realizar una simulacién del proceso global de
obtencién del &cido malico como producto final, asi como un estudio econémico, para
corroborar la factibilidad técnico-econémica del desarrollo del proceso a escala

industrial.
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