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RESUMENM

En &l pressiite setudio se presenta la ulllizacién de subproductos agricolss como layuca no apia
para al eonctimo humano ¥ 1a ciecara de pine, pars la ohtencion de un Acldo orgénico da gran
Imporiancia como o8 8l Acldo Fumiéarico, por viz blotscnolégics.

La geleccién ce axle métode en reallzé por la motivacién que preconta Is wtlzackén de una nusva
scnologin qua conathuys una aHermative y gua cobra cada dia mayor imporiancis, como ag e
biptecnologia,

Actuaimente o deide tumérco sa enll producianda an al pals por lsomerizacidn del Acldo
Maiéico, o cunal so imports. S 3 obtlans a parnir de materias primas naclonales, represents para
al pals un ahorro de dhvises y una nueva fusnte de generacién de emplecs.

La materim prima sslecclonads para ssie satudio fue @l mimiddn de yuce hidrolizado, o ousl
proporclona la fuende de carbohidratos necesaria para la preduceién de Acide Fumérieo con
Bhizopus nigricans somo biscetalizador.Su salecclén ae deblé-a ln riplda adaptackin que fuvo
alhongo 4 exte medio duranie 1as prusbas preliminares, al contrario de ko ecurrido con ol jugo de
la céscara de plia, an donde o hongao no logré un crecimiento salisfactorio debido s an sHo grado
da mcldez.
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THTRODUOCCTON

El objetivo de este estudic consiste en la produccion de
Acido Fumarico a partir de subproductos agricolas
aproplados, mediante experimentacidn previa relacionada con
la adaptacidn del micreorganisma. Determinar
experimentalmente los parametros cineticos caracteristicos
del proceso, posteriormente seleccionar un método para la
extraccion y recuperacion del producte principal.

Para cada una de estag etapas Se hace una seleccién de las
variabhles optimas de operacion y se lleva a cabo un estudio
de las caracteristicas cineticas con el fin de mantener
giempre el proceso bajo contrcl y obtener el mayor
rendimiento posible.

MATERTALES ¥ METODOS

El substratec es una solucion de glucosa la cual se cbtiene
por medic de la hidrolisis enzimatica del almideon de yuca.
La extraccidn del almiden se lleva a cabo en varias etapas
Como son el lavade, pelado, rallado, lixiviado,
sedimentacion y secado.

La hidrolisis enzimatica ha sido bastante estudiada y se
han establecido ya los siguientes parametros optimos de
trabajo: Concentracion de almidon 70 g/l; concentracion de
malta 20 g/l; pH 5~5.5; Temperatura 70 °C y un tiempo de 60
minutos.

El proceso de hidrolisis se realiza de la siguiente manera:
se toma la mitad del agua a B0 °"C ¥ s& agrega el almidon
diluyendo con agitacien continua; luego se eleva la
temperatura a 55 "C, se agrega el 10% de la malta y se deja
per 15 minutos a esta temperatura, a un pH de 5.
Posteriormente se eleva la temperatura a 7% 'C durante 30
minutos para modificar la solubilidad, finalmente =e eleva
a 86 °C durante otros, 30 minutes para lograr la
gelatinizacion.

Terminada la etapa de coccion del almidon se agrega el
reste de la malta disuelta en la otra mitad del agua, a una
temperatura de 40 -°C, para lograr de esta manera la
temperatura de la hidroligis. Se mantiene a esta
temperatura durante 60 minutos controlande el pH y con
agitacion continua.

El Acido Fumarico =e utiliza como acidificante en 1la
industria de alimentoa. Grandes cantidades =se usan en 1la
preparacion de jugos de Frutas, gelatinas, postres,
rellencs de tortas, masas y vinos. Por no ser higroscopice
¥ mas ecconomico, esta reemplazando rapidamente al Acido
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Citrico en la industria alimentaria.
Otra industria que requiere grandes cantidades de Acido
Fumarico s la industria de lo= polimeros.

Log Alkil ester del Acido Fumdrico se copolimerizan con
polivinil acetato para formar emulsicnes internamente
plastificada, que se utilizan comc adhesivos permanentes.
Las resinas elaboradas con Fumarato de Glicol polimerizado
con estireno monomero, se usan con fibra de vidrio y otros
materiales de refuerzo para producir moldes rigidos como:
cuerpos de automévilea, panelesg, estructuras de edificios,
moldeadoe de botes, tangues de almacenamiento de productos
guimicos, tuberias, tinas de banc y otros.

La caracteristica esencial de un proceso biotecnologico es
la presencia de un bieccatalizador, En el casc de la
fermentacion fumarica, el biocatalizador utilizade es un
henge filamentosc del orden de loz mucorales: Rhizopusg
Nigricans cuya caracteristica distintiva es la formacion
tantc de rhizoides como de estolenes. El micelio es blanco
al principio y mas tarde se oscurece por la presencia de
esporangios, gue contienen las esporas, las cuales son
generalmente rnegras o marrones.

Existen varios parametros que afectan considerablemente el
rendimiento del proceso como son la composicién del medio
{debe contener de 6 a 10% de azucar, sales nutrientes, ¥ un
agente neutralizante), la temperatura, el pH gue debe estar
entre 5,5 v 6,5; la agitacion y la aireacion del medio.

Una vez obtenida la solucion de almidon hidrolizado, =se
analiz¢ el contenido de agucar, =2e ajusto a las condiciones
deseadas y se esterilizdc en un autoclave a 10 psi por 10
minutos. Posteriormente se inoculo con esporas.

El fermentador utilizado, permitia la entrada y salida de
alre y tomar muestras. Para controlar la temperatura del
medio se introdujo el fermentador en un bano termostatado
y se agitc el caldo de cultive por medics magnéticos.
Diariamente se tomaron muestras y se analizo su contenido
de Acido Pumarico por el método de la Polarografia. Después
del séptimo dia se suspendio la fermentacion.

La necesidad de un agente neutralizante hace de la etapa de
recuperacion sea la mas costosa del proceso de produccion
de Acido Fumarico. Para liberar el acido se regquiere de un
acido mineral, yva que el acldo fumarico se encuentra como
fumarato de calcio y al adicionarle acido clorhidrico,
reacciona formando el clorure de calcio ¥ dejando libre el
dc%du fumarico. <Como tiene una solubilidad muy baja,
cristaliza facilmente cuando se acidifica una solucion
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concentrada de sales de sodio, calcio o potasio. El acido
libre ez facil de recristalizar en agua caliente.

RESULTADCS Y DISCUSION

Para obtener los parametros optimos en la fermentacion
fumarica, se realizo un diseno factorial de experimentos
del tipo 2 ?; dos factores con dos niveles. estos son:

Factores Niveles

- +
Concentracion de Azucar 6% 10%
pH 5,5 6,5

Con estos resultados se realizo la matriz de diseno,
utilizando todas las combinaciones posibles y c¢on dos
experimentos de control con los datos intermedios ( 8% de
azucar y pH de 6). La matriz de disefic ¥y su representacion
esquematica se muestran en la Tabla 1 y Figura 1,
respectivamente.

TABLA 1. Matriz de diseno.

Experimento Variables

Codificadas Valor Real

Az pH Az (g/l) pH
] 3 bt 60 55
2 + - 100 5.5
3 . + 60 6,5
4 + + 100 6,5
5 0 o B0 6,0
& 0 o BO 6,0

Cada experimanto tuve una duracion siete (7) dias y cada 24
horas se tomaron muestras. A cada muestra se le determind
la concentracicn de azicar vy el contenideo de Acido
Fumarico.
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Los resultados se muestran en la Tabkla 2. y Tabla 3,
respectivamente.

TABLA 2. Consumo de Azucar (g Azucar consumido/100 ml
sln}.

Tiempo Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp &5 Exp 6
(h)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 1,05 0,35 1,60 0,20 0,71 0,79
48 1,55 1,50 54s 1,25 2,02 ¥ a3
72 4,72 5,71 4,60 5,30 4,63 4,77
96 5,00 7,20 5,20 7,51 6,20 5,79
120 5,20 7,22 5,34 5,54 6,28 5,85
144 5,34 7,41 5,40 7,62 6,34 5,97
168 5,65 T,75 o,58 7,70 6,45 6,12
TABLA 3. Produccion de Acido Fumarice (g acido/100 ml
sln) .

Tiempo Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp 5 Exp 6
(h)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
24 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
48 0,015 0,307 0,017 0,281 0,194 0,297
72 1,065 1,062 1,025 0,983 1,493 1,430
96 2,130 2,063 2,050 1,942 2,180 2,220
120 518 2,500 2,052 2,340 2,182 2,205
144 2,133 2,502 2,053 2,343 2,183 2,206
168 2,133 2,502 2,053 2,343 2,183 2,206

con los resultados obtenidos en cada caso, se hallo el
rendimiento de cada experimento, de acuerdo con el dia en
gue se obtuvieron los mejores resultados. Los rendimientos
respecto al azucar consumide y azucar inicial, se muestran
en la Tabla 4 y en la Figura 2.
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TABIA 4. Rendimiento del Proceso,

Experimento (A.F/AC)#*100 (A.F/AI)*100 (A.F/AFt)*100
% % %

1 42,60 35,50 55,09
2 34,63 25,00 38,79
3 39,42 34,16 53,03
4 31,03 23,04 36,31
5 315,16 27,26 42,29
3 37,90 27,50 42,68

donde:

AF : Acido Fumarico producido

AC : Azucar consumido

AI : Azucar iniecial

AFt : Acido Fumarico teorico.

De la anterior tabla podemos deducir gque el mejor
experimento es el primerec, luego los mejores parametros
son: 6% de azucar y un pH de 5,5.

Utilizando el Algoritme de Yates se encontrc gque las
variables gignificativas szon el pH y la concentracion de
azucar.

La ecuacion gue modela el proceszo es:
Rendimiento = 36,92 - 9,18X, - 3,3%X%;

X, : ([Az] - 80)/20
X, + (pH - 6)/0,5

CINETICA DE LA FERMENTACION FUMARICA

La cinetica de los procesos de fermentacion ha sido el tema
de estudio de wvarios investigadores. Existen variadas
teorias y formas de hallar la cinetica de estos procescs,
perc la mayoria solo logra clasificar cualitativamente los
procesos de fermentacicn.

La teoria cinetica usada en el presente trabajo es 1la

presentada por 1los bicgquimicos Japoneses Kono y Asai,
quienes propusieron un modelo matematico para cada de las

148 ; Ry, 04 Bucaramangs Colombiel, 13{1) 143158, junic 1881



fases de crecimiento del microorganismo. %404

)

En la Tabla 5, se muestran los valcores de velocidad de
formacién de producto y concentracion de producto para cada
una de las fases; y se muestran en forma grafica en la

Filgura 3 y Figura 4.

TABLA 5. Velocidad de crecimiento micelial y velocidad de
formacion de Acido Fumarico.

(g/1.1)

Tiempe Cs Cx Cp
(g/1) (g/1) (a/1)

o 60,0 0,000 0,00
12 57,3 0,100 0,00
24 51,5 0,223 0,00
36 36,7 4,400 0,00
40 32,7 7,431 0,25
48 26,5 12,163 1,50
&0 18,0 12,250 4,50
63 16,7 12,287 5,25
67 14,9 12,440 7,05
70 14,8 12,483 8,25
72 14,8 12,483 10,65
84 11,0 12,483 17,50
96 10,0 12,483 21,30
23,31

Veox

Cp : Concentracion de producto

Cx : Concentracion celular

Cs : Concentracion dal substrato

Subindices:

& : Punto critico,

P, KOH, Buceramangs, (Cofamadal. 13011143185 Juniy 1531

Cox

vep
(g/1.h) (g/1)
0,00 —_—
0,00 —_——
0,00 0,16
0,00 2,31
0,00 5,92
0,125 9,79
0,25 12 2)
0,25 0
0,45 12,36
0,40 12,46
-— 12,48
0,57 12,48
0,32 12,48
12,48

Limite entre la fase de crecimiento
axponencial y la declinante.
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CONCLUSTONES Y RECOMENDACIONES

i B
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La materia prima seleccionada para el presente estudio
fue el almidon de yuca hidrolizado, el cual proporciona
la fuente de carbohidratos necesaria para la produccion
de Acido Fumarico, utilizande Rhizopus nigqricang como
Biocatalizador. 8u seleccidon se debid a la rapida
adaptacion que tuve el hongo a este medic durante las
pruebas preliminares, al contrario de lo occurrido con el
jugo de cascara de pina, en donde el hongo no legre un
crecimiento satisfactorio debido a su alto grado de
acidez.

En la extraccion del almidéen a partir de la yuca se
obtuvo un 30% de almidon, a partir de yuca fresca.

La hidrolisis enzimatica ha sido un proceso ampliamente
estudiado en wvarios proyectos, de los cuales se
obtuvieron los siguientes parametros optimos, con los
cuales se realizo la hidrolisis:

Concentracion de almidon : 70 g/l
Concantracion de malta : 20 g/l

PH t 5 - 5,5
Temperatura s 70
Tiempo ¢ 60 minutos

Con los parametros anteriores se cbtuve una sclucion de
almidon hidrolizado con un 6% en peso de glucosa. Esto
se traduce en un rendimienteo del £85%.

Para hallar las condiciones optimas de la fermentacion
Fumarica, se reallzo un disenc factorial de experimentos
de la fnrma 2¢ y se encontrod gque el mejor experimento
fue el primeroc, en donde:

Concentracion inicial de azucar : 60 g/1

rH . t D
Temperatura 1 30 "¢
Tiempo de fermentacion : 4 dias

Con estas condiciones cptimas, se cbtuvo un rendimiento
de 42% con base en el azucar consumido.

De acuerdo con el estudio cinetico realizado, se puede
deducir que en la fermentacion fumarica, la produccicon
de Acido Fumarico esta asociada con el no crecimiento
del microorganismo.

Durante el proceso se pueden distinguir claramente tres

etapas:
a) Fase de crecimiento exponencial

R [CM, Butaramarga (Feiambiag, 13017 143088 junio 1981



b) Fase de crecimiento declinante

¢) Fase adicional

Las ecuaciones gue rigen el crecimiento micelial y la
produccion de Acido Fumariceo en cada una de las fases
son:

Ecuaciones generales

dcp = 0,037Cx no crecimiento
de

dex = 0,133Cx crecimiento

Fasa de crecimiento exponencial

ox = 7,803 - &3
= 0,25

Fagse de crecimiento declinante

e
"
I

12,5 = 4,7 EXP(=0,22(8 = 43))

Cp = 2,095 EXP(-0,22(® - 43)) + 0,4625(8 - 43) -1,845
Fase Adicional

Cp = 21,3 - 3,1 EXP(-0,4(8 - 39)})

7. Como el microorganismo es capaz de hidreolizar el almidon
;, 8e recomienda realizar un estudio posterior,
utilizando como sustrato una seolucion una solucion de
almidon, para comparar leos resultados.

Tambien es recomendable estudiar el efecto de una
agitacién fuerte durante la fermentacion fumdrica para
cultivo sumergido.
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